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Untersuchungen iiber Autolyse. II. 
Von 
P. Rona und E. Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1924.) 
Mit 23 Abbildungen im Text. 


Im weiteren Verfolg unserer Untersuchungen iiber die Autolyse') 
priften wir die Wirkung der Neutralsalze auf diesen ProzeB, da vor 
dem Studium der Beeinflussung des autolytischen Abbaues durch 
irgend eine andere Verbindung zunichst tiber diesen Punkt Klarheit 
gewonnen werden muBte. Dabei wurden die Versuche so angeordnet, 
daB zuerst die Anionen in wechselnder Konzentration bei optimaler 
Reaktion, dann auBerhalb des optimalen Gebietes gepriift wurden, 
dann die physiologisch wichtigeren Kationen einzeln und in Kom- 
bination, ebenfalls bei optimaler und nicht optimaler Reaktion. 

Die Autolyse wurde auch in dieser Arbeit an der Meerschweinchenleber 
studiert. Die Technik blieb unverindert, nur wurde die steril entnommene 
Leber vor dem Passieren des Latapies nicht mehr zum Gefrieren gebracht, 
da es sich herausstellte, daB das iiberfliissig ist. 

Der Leberbrei wurde mit der Pufferlésung stets zu einer Suspension 
verdiinnt. Von dieser Suspension wurden je 20 cem in die einzelnen Kélbchen 
getan, in denen bereits 20cem der jeweiligen Salzlésung bzw. 20 ccm 
destillierten Wassers waren. Die in den einzelnen Versuchen angegebenen 
Salzkonzentrationen, ferner die Werte fiir den Gesamt-N und Rest-N 
beziehen sich stets auf diese 1: 1 verdiinnte Suspension. 

Beziiglich der Methodik sind noch folgende Angaben zu machen. 

Bei der Stickstoffbestimmung kam, wie in der vorherigen Arbeit, die 
von Bang angegebene in Anwendung. Normalitét der Liésungen n/200; 
der Titer wurde taglich neu festgestellt. 

Was die Fehlerméglichkeiten bzw. -grenzen anlangt, so wiren folgende 
Punkte zu beriicksichtigen: 

1. Der ,,blinde Stickstoff**. Der N der angewandten Lésungen im 
»blinden“* Versuche betrug nie mehr als 0,02 mg, in der Mehrzahl aller Unter- 
suchungen 0,015mg. Die gréBten iiberhaupt wahrgenommenen Differenzen 
zwischen zwei Bestimmungen des blinden N betrugen etwa 30 Proz. Die 
GréBenordnung des zu analysierenden N wihlten wir 20- bis 30mal so 
groB wie die Menge des blinden N, so daB seine gréBten Schwankungen 
1 bis 1,5 Proz. des analysierten N betrugen. 


1) Diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
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2. Pipettierungs- und Titrationsfehler. Bei Kontrollbestimmungen von 
N-Mengen aus vollig homogenen Lésungen fanden wir Differenzen der 
Bestimmungen untereinander um héchstens ein bis zwei Tropfen, das sind 
0,003 bis 0,007 mg N. Bei zu analysierenden N-Mengen von 0,4 bis 0,5 mg 
ware hierdurch ein maximaler Fehler von 1,5 Proz. anzunehmen. 


3. Fehler aus der Ungleichmafigkeit der zu pipettierenden Lebersuspension., 
aus der EnteiweiBung usw. Im einzelnen lassen sich diese Fehlerquellen 
nicht genau feststellen ; durch Doppelanalysen, die stets durchgefiihrt wurden, 
1aBt sich jedoch die Gesamtfehlerbreite wohl angeben. Zur Feststellung 
des Rest-N in 5 ccm der Suspension pipettierten wir zweimal je 5 cem in 
je ein Becherglas, enteiweiBten jede Portion fiir sich durch Hitzekoagulation 
im isoelektrischen Punkt und nachtragliche Behandlung mit Ferrum 
oxyd. dialysat., fiillten die Gesamtmenge je in einen hohen MeBzylinder 
bis zu einer bestimmten Marke auf, filtrierten jede Probe in ein Becherglas 
und pipettierten einen aliquoten Teil aus jedem Becherglas in je einen 
Mikrokjeldahlkolben zur N-Bestimmung. Die bei der Titration aus der 
vollig getrennten Behandlung der zwei Portionen erhaltenen Werte unter- 
schieden sich zumeist nur um 0,1 bis 0,2 cem n/200 Lésung, manchmal 
noch weniger. Unterschiede von 0,3 cem (0,021 mg N) kamen nur sehr 
selten vor; dariiber hinaus wurden keine Zahlenpaare verwertet. Der Mittel- 
wert aus den beiden Analysenzahlen wurde der Umrechnung zugrunde gelegt. 

Der Analysengang eines beliebig herausgegriffenen Falles sei aus- 
fiihrlich mitgeteilt. 


Versuch vom 25. Mai 1923. Abnahme nach 4 Stunden. Zweimal je 
5eccm entnommen, enteiweiBt, auf 50 ccm aufgefiillt (17, 18, 19, 20 auf 
60 cem aufgefiillt), je 25 ccm vom Filtrat verascht. Vorgelegt fiir 1 und 2 
je 10cem n/200 H,S0O,, fiir 3 bis 20 je 20 ccm. 





Thiosulfat n/200 | HpSO, n200 | iaiiaead 
Nr. zuricktitriert gebunden mg N as vhs rod »  Koabay 
ccm = 


ee eee 


=r = SE 


0,55 | 
0.45 0,50 ; | 1,330 31,2 
8,92 | 

9.07 | 9,60 | 1,540 36,2 


7,02 
723} 713 1,801, 42,3 


8,93 ; 
875} 984 1,562, 36,6 


7,97 | 
777| 787 | (1,698, 39,9 
7,10 | 

697} 7.3 1,815, 42.6 


10,77 | 
10.62 | 10,69 1,303, 30,6 


8,66 | 
go} %73 37,2 
9,60) o- | 

930} %70 40,6 


9,55 | . 
9°72 | 9,64 ’ 40,4 
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Die maximale Differenz zweier Titrationswerte betrug hier 0,3 cem 
n/200 = 0,021 mg N. Nehmen wir in einem konkreten Beispiel die 
Titrationswerte 13,42 und 13,72 cem n/200 Thiosulfat, so sind bei vorgelegten 
20 cem n/200 H,SO, die N-Werte 0,460, bzw. 0,439, mg. Der Mittelwert 
0,450, mg N unterscheidet sich um 2,25 bzw. 2,40 Proz. von den gefundenen 
Werten. Ausschlige iiber 3 Proz. wurden als unabhingig von der Methode 
verwertet. Auf Prozentzahlen des Gesamt-N berechnet waren bei den 
beobachteten Spaitungswerten von 25 bis 50 Proz. 0,75 bis 1,5 Proz. Fehler 
za verzeichnen. Geringe Differenzen in den Prozentzahlen der Spaltung 
gestatten demnach schon einen Einblick in den Spaltungsverlauf unter 
verschiedenen Bedingungen. 

Die angewandten Salze waren reinste Salze von Kah/baum. Die alkalisch 
reagierenden Salze (Acetat, Tartrat usw.) wurden mit Hilfe der ihnen ent- 
sprechenden Sauren auf den gewiinschten p,, gebracht, wobei stets Gemische 
von gleicher Molaritaét angewendet wurden. Als MaB der Autolyse diente 
wieder der Reststickstoff, dessen GréBe das beste Bild von dem Umfang 
des autolytischen Prozesses liefert, sicherlich ein genaueres als das, das aus 
der Bestimmung der Aminogruppen zu gewinnen ist. Auf die Sterilitat 
wurde ganz besonders geachtet; zur Sicherheit wurden auBerdem jedem 
Kélbchen einige Tropfen Toluol zugefiigt. Bakterien konnten nie nachge- 
wiesen werden. 


I. Anionenversuche. 


Zuerst wurden NaCl, Na,SO, und Natriumcitrat in m/2 Kon- 
zentration bei einem py von etwa 3,6 untersucht. 


Versuch 1 (Abb. 1). 13,4 g Leberbrei + 50 ccm Milchsiurepuffer (zwe 
Teile Milchsiure, ein Teil Natriumlactat; Pufferkonzentration in den 
autolysierenden Kolben n/12). Zugesetztes Salz im Kélbchen 1: Na,SO,; 
2: NaCl; 3: Na-Citrat; 4: destil- - 
liertes Wasser. % 

In 5cem der Suspension 60 
7,14 mg Gesamt-N und 0,55 mg 
Rest-N. Nach 18 Stunden wurden 7! 
aus jedem Kélbchen zweimal je 
5ccm entnommen, enteiweiBt, der 
Rest-N bestimmt (Milligramm). 9 

Kolben 1: 2,20; 2: 2,49; r 
3: 2,34; 4: 4,39. 20+ 

In Prozenten des Gesamt-N, 
1: 30,8; 2: 35,0; 3: 33,0; 4: 61,5. 

Die elektrolytischen p,,-Mes- 9 
sungen ergaben, 1: 3,45; 2: 3,48; 

3: 3,58; 4: 3,50. 

Die Spaltung ging in der Probe ohne Salz (nur mit dem Puffergemisch) 
bis zu 61 Proz., die Autolyse betrug demnach etwa 50 Proz.; in den drei 
m/2 Sulfat-, Chlorid- und Citratportionen betrug sie nur etwa 20 Proz. 














Abb. 1. 


Der nachste Versuch wurde auBer mit den obigen Salzen noch mit 
Acetat und Tartrat durchgefiihrt. Zusammensetzung wie in 1. Ab- 
nahme nach 4, 24 und 48 Stunden. 
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Versuch 2 (Abb. 2). 14,3g Leberbrei mit 60ccm Milchsdiurepuffer 
(Konzentration n/12). Im Kélbchen 1: Na-Sulfat; 2: Na -Chlorid; 


% 
50 +— 





es MiAs ets sk 2 ea es nd © ce 
Abb. 2. 


3: Na-Citrat; 4: Na-Acetat; 5: Na-Tartrat; 6: statt Salzlésung ent- 
sprechende Menge destilliertes Wasser (in der Abb. mit ,,H,O“* bezeichnet). 
In 5ccm der Suspension 7,28 mg Gesamt-N und 0,77 mg Rest-N. 








rere Kolben 2 3 4 .' 2 
IT | | 
| 1,69) 202) 187 246 1,94, 242 
99 236) 208 304) 230 331 
38 275| 244 356) — | 3,78 


Rest-N, mg nach 4 Std. ons ate 
”» »» cae ERP ei ‘| 3 


” ” s? 48 s° ’ 


Rest-N i. Proz.d. Ges..Nn. 4Std. 23,6 | 27,5 | 25,7 33,9 | 267 | 332 
24 ,, (268 (325 286 418 |316 456 
as” 328 377 335 489 | — | 520 


py (elektr.)...........! 360) 360 368| 367 380 3,68 

Im Kolben 1: NaCl; 
2: Na, SO,; 3: NaBr; 4: Na- 
Tartrat + Weinsaure; 5: Na- 
Acetat + Essigsiure; 6: statt 
der Salzlésung destilliertes 
Wasser (in der Abbildung 
»H,O*). 

Eine gleich starke 
Hemmung ist auch in 
diesem Versuche fiir Sulfat, 
Chlorid und Citrat und nun 
auch fiir Tartrat zu beob- 
achten, wahrend der Ein- 
sate fluB des Acetats unerheb- 

- lich ist. 

Versuch 2a (Abb. 3). m/2 Anionenreihe im Optimum (p,, 3,7). In 

5cem der Suspension 6,018 mg Gesamt-N und 0,479mg Rest-N. 
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Kolben 1 2 3 4 5 6 
Rest-N, mg nach 3 Std. 153 1,29; 1,23; 1,52; 1,93; 1,80 
6 | 159) 1,41 1 176; 212; 214 


Lhd ” ” ” a | 


is eee a .|| 219) 202) 1, 

Rest-N i. Proz.d.Ges.-Nn. 3Std. 25,4 215 205 | 25.2 | 32,0 30,0 
a ee eT » oo» 6 4 | 264 | 23,4 | 226 | 203 | 352 | 36,6 
oe ee BS ow 984 | SRS 1 SRS | S81 | 47,8 | 87 

Dieser Versuch bestiatigt die starke Hemmung des Prozesses fiir 
Sulfat, Chlorid und Tartrat, ebenso wie die Unschiadlichkeit des Acetats. 
Er l4Bt ferner die stark hemmende Wirkung des Bromids erkennen. 

In guter Ubereinstimmung zeigen diese drei Versuche, daB die 
bisher untersuchten Salze bzw. Anionen in der angewandten Konzen- 
tration mit Ausnahme vom Acetat im Optimum der Autolyse auf die Ge- 
schwindigkeit und auf den Umfang des Prozesses stark hemmend wirken. 

Die folgenden Versuche zeigen, wie sich dieselben Salze abseits 
vom Optimum verhalten. 

Versuch 3 (Abb. 4). 10,2 g Leberbrei mit 60 cem Milchséiurepuffer 1: 8. 
Endgiiltige Pufferkonzentration n/12. Gesamt-N in 5cem Suspension 
5,54 mg, Rest-N 0,42 mg. 

«| | i 


os | 7 thir: a, Ta — peo ee --——— 


6 
8 211; 285) 2,93 
















“o|—L 


| | of | 
“0\}-- . " 4 nce 























Abb. 4. 


Im Kélbchen 1: Na,SO,; 2: NaCl; 3: Natriumcitrat; 4: Natrium- 
acetat; 5: Natriumtartrat; 6: destilliertes Wasser. Salzkonzentration m/2. 





Kolben 1 2 3 4 5 6 


Rest-N, mg nach 4 Std... .|| 110) 119 118 10 089 0,71 
> o» vw 24 » ...) 271! Se7| s64| 243| 219| 201 
0 oo «= ons Bong «Sw fw ef 285 | 270) 268) 270) BEB) 217 


Rest-N i. Proz.d.Ges..Nn. 4Std./ 19,9 | 21,5 212 199 | 163 | 129 
°° ? ’° ’° . °° 24 ’° 48.8 483 45.8 43,9 39,5 36,4 
o_o oo o_o 72 op | GLE | GOA | 47,2 | 60,1 | 43,7 | 309 


UES cg se wes ss 486| 476| 483! 478| 498! 4,76 
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Dieser Versuch zeigt eine véllige Umkehr der Salzwirkung, For- 
derung statt Hemmung durch Anderung der Aciditét. Besonders 
deutlich gilt diese Umkehr fiir das Natriumsulfat, das im Optimum 


“5, —— am stiarksten hemmt, hier am 


‘| > | fordert. 


| } | a aw at 


Versuch 3a (Abb. 5). 9,52 
Leberbrei mit Milchséurepuffer 
(wie im Versuche 3). Gesamt-N 
(in 5cem) 5,14mg, Rest-N 

| 0,36 mg. 

Im Kdélbchen 1: NaCl; 
2: Na,SO,; 3: NaBr; 4: Na- 
Tartrat + Weinséure; 5: Na- 

| Acetat + Essigsiure; 6: destil- 

7» liertes Wasser. Salzkonzen - 
tration m/2, p,, 5,0. 





2 2 om 5 6 


Rest-N, mg nach 4 Std... ./ 121 0,97) 0,92) 1,16 0,97) 0,90 
- os - 8 , .. ff 166; 1,44; 1,21) 1,68; 1,36; 1,26 

a w A eee 2.22 | 192 168 220 1,70) 1,48 
Rest-N i. Proz.d. Ges.-Nn. 4Std. 235 189 17,9 226 188 175 
thaw” aie ons * 8 ,, | 323 | 28,1 (235 |326 2265 245 

o 24 9» 43.2 | 374 32,7 |428 333 | 28 


” ’” ” Lhd 


Dieser Versuch bestitigt den vorhergehenden und laBt wieder 
eine erhebliche Vermehrung der Spaltung in einigen mit Salz versetzten 
Suspensionen erkennen. 

Fiir den nichsten Versuch wahlten wir ein py von 6,0. 

Versuch 4 (Abb. 6). 15,3g Leberbrei mit 60 ccm Phosphatpuffer. 


Endgiiltige Pufferkonzentration n/12. Gesamt-N (in 5cem) 7,52 mg 
_Rest-N 0,64 mg. Salzverteilung wie im Versuche 3. 





= TI | | 


Kolben es 2 ee. ee 


| 
Rest-N, mg nach 4 Std... . 0,90, 091 181 0,98) 0,94 0,86 
oe 24 ow Sw te oH 288] 1,686] 206] 1,75) 1,68) 1,60 
‘- ee Yb) 3,08 | 219 205| 223 1.93 
Rest-N i. Proz. d. Ges.-Nn. 4 Std. | 120 121 | 147 | 130 125 US 
24 ,, |256 218 25,7 |232 223 | 213 
(30,3 (276 272 | 273 296 256 


Py (elektr.). . . . 5,97! 5,98! 585) 5,88| 5,97 6,10 





Die Differenzen zwischen dem ,,Wasserwerte“ und den ,,Salzwerten‘ 
sind in diesem Versuche zwar geringer als in den vorhergehenden. 
Dies l4Bt sich unschwer aus der bei einem p, von 6,0 an und fiir sich 
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schwicher als bei einem p, von 5,0 verlaufenden Autolyse erkléren. 
Trotzdem ist die Férderung deutlich nachweisbar und die Richtung 
der Werte durchaus die gleiche. Eine ,,Salzwirkung* ist in allen sechs 
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Abb. 6. 


Versuchen festgestellt, und die groBe Bedeutung der Art der Anionen 
(oder der Séuremolekiile) zur Erzielung dieser Wirkung ist aus den 
Kurvenbildern ersichtlich. 


Il. Kationenversuche. 


1. Untersucht wurde zuniichst die Wirkung von Na, K, Ca in 
verschiedenen Konzentrationen im optimalen Reaktionsgebiete auf 
den Ablauf der Autolys-. 


Versuch 5 (Abb. 7). Die ausgezogene Linie in der Abbildung gibt den 
Versuch mit destilliertem Wasser. wieder. 15,9g Leberbrei + 100 ccm 
Milchséurepuffer (1,5: 1,0). Gesamt-N in 5cem der Suspension 4,26 mg, 
Rest-N 0,94 mg. 
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Abb. 7. 


Kolben 1: In NaCl; 2: n/2 NaCl; 3: n/4NaCl; 4: In KCl; 5: n/2 
KCl; 6: n/4 KCl; 7: InCaCl,; 8: n/2CaCl,; 9: n/4CaCl,; 10: destil- 
liertes Wasser. 
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Kolben 5 6 7 8 9 10 


Rest-N, mgnach 4 Std. . . | . 1,69 1,81 1,30 158 1,73 1,72 
Age ee t 2,08, 2.14 186 201 2,17 1,99 
i a we =o * t ‘ 2,49| 262 2.34 2.56 2,66 2,55 
Rest-N i. Proz. d. Gesamt-N 
nach 4 Std. . . 3 | 39,9 42.6 30,0 37,2 40,6 404 
.7 50.3 43,6 47,1 50,8 46,9 
0 61,6 55,0 60,0 62,4 598 


eutiimd...... 5 3,78, — | | — | 383) 3,79 3,79 3,78 


Versuch 6 (Abb. 7a). Pufferlésung, wie 
vorher. In 5cem der Suspension 3,69 mg Gesamt-N und 0,45 mg Rest-N. 
Py wie im Versuche 5. 
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Abb. 7a. 
Kolben 1: n/4NaCl; 2: n/7 NaCl; 3: n/l0 NaCl; 4: n/4 KCl; 5: 
KCl; 6: n/lOKCl; 7: n/4CaCl,; 8: n/7 CaCl,; 9: n/l0CaCl,; 10: 
stilliertes Wasser. 





Kolben 

Rest-N, mg nach 4 Std. . . | (1,67) 55 1,67 1,67 1,55) 1,52 
ore a | 2.20 214 207 211 

suk teh { 2,79 243 2.47 2.28 

RestsN ‘i. Proz. d Gesamt-N | 
nach 4 Std. . . (45, | 





41,9 45,2 453 420 lane '30,0 
- we. s 55,2 59,5 (57,9 55,9 57,2 |42.1 

ay Ser 73,7 |81,1 65,5 (65,2 75,7 65,8 66,9 |61,8 (60,0 

Aus diesen zwei Versuchen geht hervor, daB bei der optimalen 
Reaktion der autolytischen Spaltung NaCl, KCl und CaCl, in starkeren 
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Konzentrationen hemmen, in mittleren unwirksam sind und in 
schwiicheren den Fermentproze8 férdern. Im Versuche 5 hemmt NaC! 
stirker als KCl, wihrend des CaCl, sich nur unwesentlich vom KCl 
unterscheidet, und im Versuche 6 férdert das NaCl starker als KCl 
und CaCl,, deren Werte im wesentlichen miteinander tibereinstimmen. 

Die nachsten Versuche sollten noch genauer iiber die Wirkungs- 
verschiedenheiten des Na und K bei optimaler Reaktion und gleich- 
zeitig tiber die kombinierte Wirkung dieser Ionen unterrichten. 

Versuch 7. NaCl und KCl in In (End)konzentration. 11g Leber- 
brei + 70 cem Milchséiurepuffer (1,5: 1,0). Endgiiltige Pufferkonzen- 
tration n/12. Gesamt-N in 5ccm der Suspension 5,04mg, Rest-N 0,32 mg. 

Kolben 1: NaCl; 2: KCl; 3: NaCl (90 Proz.) + KCl (10 Proz.); 
4: destilliertes Wasser. 





Kolben 1 2 3 4 























Te Sr 142; 1,58 1,31 1,70 

29 o» he oe ee ee 268) 282 265 2,93 
Rest-N in Proz. des Gesamt-N nach 4 Std.. 25,2 | 290 232 300 

- ‘s ignwrae a a ee 47.2 505 470 533 
| EE ie te ane eae Sree 3.51 3,64 348 3,64 

Versuch 8 (Abb. 8). * 7 
NaCl und KC) in In “ ee 
(End) konzentration. itig * | 0 ae FA 
‘ : rn -—— 

Leberbrei + 70cem Milch- —-t 

rd “Veh - a+ 
séurepuffer (1,5: 1,0). End- ;, | A 
giiltige Pufferkonzentration ios it a. 
n/l2. Gesamt-N in 5 cem 42° 
der Lebersuspension 6,73 mg, « & i. 
Rest-N 0,50 mg. 20 2 

Kélbchen 1: NaCl; *% — 

2: KCl; 3: NaCl (98 Proz.), » | bi 
KCl (2Proz.); 4: destil- F | | 
. + ~ oe a 
liertes Wasser. Abb. 8 
g : oe Kolben 1 2 3 4 
Rest-N, mg nach 4Std........... | L71| 1,92| 1,68| 2,05 


Lad ” Lad 4 as be See: o SS 3,18 3,40 3,10 | 3,59 


Rest-N in Proz. des Gesamt-N nach 4 Std.. | 25,5 | 285 248 | 305 
” ” ” ae : ae 24 ” . 47,3 50,0 46,1 53,4 


i A EL IRNG ee 3,72 3,68, 3,70 3,76 


Versuch 9. (Abb. 9). NaCl und KCl 1n (End)konzentration. 18g 
Leberbrei und 60ccm Milchséurepuffer (1,5: 1,0). Endgiiltige Puffer- 
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konzentration n/12.  Gesamt-N in 5cem Suspension 8,34 mg, Rest-N 
0,68 mg. 
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Abb. 9. 


Kolben 1: NaCl; 2: KCl; 3: NaCl (98 Proz.) + KCl (2 Proz.); 
4: destilliertes Wasser. 








Kolben 1 2 3 4 


——z —== = = —— ——— = - 
Rest-N. mg nach 48td........... | 234 242) 2297 255 
” ” ee | ee ee ee ee 3,79 382 344 413 
Rest-N in Proz. des Gesamt-N nach 4 Std.. 281 290 27,2 306 
eS ae See ae eae a OS a 
(ie ak Gee oa 28s es Nw Oa 3,66 3,62 364 37.0 


Ubereinstimmend zeigen die Versuche 7, 8 und 9 eine starkere 
Hemmung der Proteolyse durch das NaCl als durch das KCl, und 
merkwirdigerweise hemmte viel NaCl neben wenig KCl noch starker 
als eins dieser Salze allein. Diese Beobachtung veranlaBte uns, die 
Wirkung dieser Ionenkombinationen naher zu untersuchen. 


Der nachste Versuch 10 mit n/10 Salzkonzentration bestitigte 
die bisherigen Ergebnisse: K ist dem Na weit voraus, die Werte aus 
den Gemischen liegen entsprechend ihrer Zusammensetzung zwischen 
den Na- und K-Werten, hingegen hemmt viel Na mit wenig K wieder, 
wenn auch wenig, doch deutlich. 


Versuch 10. n/10 NaCl und KCl (NaCl mit abgestuften Mengen KC!) 
im Optimum (p, 3,70). 30g Leberbrei und 100 ccm Milchsiurepuffer 
(n/12). In 5ccem der Suspension Gesamt-N 5,60mg, Rest-N 0,47 mg. 

Kolben 1:n/10 Na; 2:n/10 KCl; 3: NaCl (50 Proz.) + KCl (50 Proz.); 
4: NaCl (66,6 Proz.) + KCl (33,3 Proz.); 5: NaCl (75 Proz.) + KCl 
(25 Proz.); 6: NaCl (87,5 Proz.) + 12,5 Proz.; 7: NaCl (95 Proz.) + KC! 
(5 Proz.); 8: NaCl (98 Proz.) + KCI (2 Proz.); 9: NaCl (99 Proz.) + KCl 
(1 Proz.); 10: destilliertes Wasser. 
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Kolben . 2. 3 4 5 6 7 8 9 10 


Rest-N, mg nach 4 Std. . | 1,55 1,72 1,67 1,55 1,58 1, 1,61) 1,51 1,47) 1,55 
~ 8. ~~ 1,84 1,99 188 1,58 176 — 1,84 1,72 — = 177 


Rest-N i. Proz. d. Gesamt-N 
nach 4 Std. . . 27,7 30,7 29.8 27,7 28,3 29,2 28,6 269 26,3 27,7 
» 8. .. (339 |35,4 33.4 (28.2 31,3 329 33.4 30.7 — 316 


Das gleiche Bild ergibt der nachste Versuch 11, der mit n/4 Salz- 
konzentration angestellt wurde. Er zeigt wieder die groben Unter- 
schiede zwischen Na und K und ferner die Wirkung des Gemisches 
von viel NaCl mit wenig KCl. 

Versuch 11 (Abb. 10). n/4NaCl und KCl im Optimum (py 3,84). 
(NaCl mit abgestuften Mengen KCl). 16,2 g Leberbrei und 100 cem Milch- 


siurepuffer. In 5ccm der Suspension 3,41 mg Gesamt-N und 0,31, mg 
Rest-N. 
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Abb. 10. 


Kolben 1: NaCl; 2: KCl; 3: NaCl (50 Proz.) + KCI (50 Proz.); 
4: NaCl (66,6 Proz.) + KCl (33,3Proz.); 5: NaCl (75 Proz.) + KCl 
(25 Proz.); 6: NaCl (87,5 Proz.) + KC) (12,5 Proz.); 7: NaCl (95 Proz.) 
+ KCl (5 Proz.); 8: NaCl (99 Proz.) + KCl (1 Proz.); 9: destilliertes 





Wasser. 
 Grtee _Kolben a[2] sjeis et eae | se 
eth ah ba@h. . . >. | is 1431 1 1.11] 1,06 1,15) 1,09 1,031 0,92. 0,85 
) eee | 1,51) 1,96 1,66 1.67 1,67 1,53, 1,38) 135 1,39 
FO | use 2,11 2.01 2,00) am 1,86 1,83) 1,81, 1,86 
RestsN in Proz. des Gesamt-N | 
CR hs. ka. 6 420 32,6 /31,3 '33,6 '32,0 30,2 1269 24,9 
te eee eke G 442 57.5 48.8 48.9 489 449 40.6 |39.7 406 
ee eee 58,0 618 58,9 61.4 606 54,5 53,7 |53,.0 54.0 


Auch der folgende Versuch zeigt dieselben Verhiltnisse. 
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Versuch 12. (Abb. 11). n/4 KCl und NaCl (KCl mit abgestuften 
Mengen NaCl) bei p, 3,80. 26,8 g Leberbrei mit 100 ccm Milchséure- 
puffergemisch (n/12). In 5cem der Suspension 5,38 mg Gesamt-N und 
0,36 mg Rest-N. 
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Kélbchen 1: KCl; 2: NaCl; 3: KCl (66,6 Proz.) + NaCl (33,3 Proz.); 
4: KCl (75 Proz.) + NaCl (25 Proz.); 5: KCl (87,5 Proz.) + NaCl 
(12,5 Proz.); 6: KCl (95 Proz.) + NaCl (5 Proz.); 7: KCl (98 Proz.) 
+ NaCl (2 Proz.); 8: KCl (99 Proz.) + NaCl (1 Proz.); 9: destilliertes 
Wasser. 





Kolben 1 2 o.4 a 5 | 6 7 
Rest-N, mg nach 3 Std... . . | 181 1,66 1,67 1, | <2 3 
~ Ze... sf 218} 1,99,| 208) 1: i 79) 
,%B, . .. i 271) 257 | 250) 2 3 
Rest-N in Proz. des Gesamt-N 
nach 3 Std. 33,7 |29,9 31,1 30,2 30,1 29,7 (25,1 27,9 27,7 
39.7 37.2 378 36.7 368 37.1 |33.4 (33.3 (36,2 
50.2 479 483 494 — 49.9 |442 441 |496 


5) ’ 


In weiteren Versuchen priften wir die Einwirkung des Na 
und K auf den proteolytischen ProzeB unter Variierung des gegen- 
seitigen Verhiltnisses der beiden Ionenarten. Diese seien in Ausziigen 


wiedergegeben. 

Versuch 13. n/4 NaCl und KCl im Optimum (p,, 3,70). 18,6 g Leberbrei 
mit 120 cem Milchsiurepufferlésung. In 5 ccm Suspension 4,27 mg Gesamt-N 
und 0,34 mg Rest-N. 

Kolben 1: NaCl; 2: KCl; 3: NaCl (50 Proz.) + KCl (50 Proz.); 
4: NaCl (75 Proz.) + KCl (25 Proz.); 5: NaCl (99 Proz.) + KCl (1 Proz.); 
6: NaCl (25 Proz.) + KCl (75 Proz.); 7: NaCl (12 Proz.) + KCl (88 Proz.); 
8: NaCl (1 Proz.) + KCl (99 Proz.); 9: destilliertes Wasser. 





Kolben BY ah A My 4 5 6 7 8 ) 


Rest-N, mg nach 4 Std 1,43) 1,53 1,46 1,48 1,25 1,33 1,34 1,33 1,34 


RestiN in Frog oe° GesamtN ——_ig3.6 |36,8 (34,1 [34,8 29,3 31,1 (31,2 /31,1 (31,4 
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Versuch 14. n/10 NaCl und KCl im Optimum (p,, 3,80). Milchsaure- 
pufferung einmal mit Natriumlactat, einmal mit Kaliumlactat. In 5 cem 
Suspension 4,69 mg Gesamt-N und 0,33 mg Rest-N. 

Kélbchen 1: NaCl (im Puffer Natriumlactat); 2: KCl (im Puffer 
Kaliumlactat); 3: NaCl (50 Proz.) + KCl (50 Proz.) (im Puffer Na- und 
K-Lactat); 4: NaCl (99 Proz.) + KCl (1 Proz.) (im Puffer Natriumlactat); 
5: NaCl (12 Proz.) + KCl (88 Proz.) (im Puffer Kaliumlactat); 6: NaCl 
(1 Proz.) + KC1(99 Proz.) (im Puffer Kaliumlactat); 7: destilliertes 
Wasser (im Puffer Natriumlactat); 8: destilliertes Wasser (im Puffer 
Kaliumlactat). 








RestN, mg ach 330... .. - | 1,21 1,29) 1,11 1,17) 1,08) 1,30 1,21 1,10 
at en ee |-1,49,) 1,67) 1,42 1.56 136 156 151 140 
are gas FF oe 214 1,70 1,86 1,72 1.99 201 1.98 


Rest-N in Proz. des Gesamt-N n. 3 Std. 26,0 27,7 23,6 25,0 |23,0 (27,8 |25,9 23,6 
- 6, |820 35.6 30,4 31,7 (29,1 33,2 32,3 29,9 

. we Se . a 42) 45,7 36,3 39.7 |36.8 425 43,0 41,2 

Dieser Versuch gestattet, den EinfluB8 sehr geringer Na- und Ka- 
Konzentrationen zu verfolgen. In den nur mit Pufferlésung versetzten 
Suspensionen ist die Na- bzw. K-Konzentration etwa n/25. — In 
diesen Konzentrationen ist der EinfluB des Na etwas giinstiger als 
der des K: die Natriumkurve liegt ein wenig tiber der Kaliumkurve. 
Bei héheren Konzentrationen (n/4 und n/10) tritt die hemmende 
Wirkung des Na gegeniiber dem K zutage. 

Versuch 15. Salze und Puffer wie im Versuche 14. In 5ccm der 
vw emcee 4,33 mg Gesamt-N und 0,45 mg Rest-N. py = 3,65. 
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Kolben Yq 2 
Rest-N, mg nach 3 Std... . . . . | LAL 1,36) 1,22) 1,08 1,24) 1,26 1,26) 1,22 
© ge a Sa Se ee ow 1,42, 1,73 1,47, 1,36 1,67; 1,70 1,67 1,64 
a ‘ oe Ti ten le ee, ate 1,75 1,93 180 1,84 1,79 1,86 1,84 1,93 





Rest-N in Proz. des Gesamt»N nach 3 Std. 25,7 31,6 28,2 24.9 (286 29.1 29,1 28.2 
. 6. 328 |40.0 34.1 31,5 38,6 39,5 |38,6 37,9 
4 . 40.6 [448 416 426 414 436 [426 446 


” ” 


Alles in allem ist die Wirkung der betreffenden Salze in den an- 
gewandten Konzentrationen nur gering. Zusammenfassend laBt sich 
auf Grund der gleichartig verlaufenden Versuche doch sagen, daB bei 
der optimalen Reaktion der Autolyse das Natrium stirker hemmt 
(Konzentration 1n und n/2) und weniger férdert (Konzentration n/4, 
n/7 und n/10) als das Kalium. Natrium- und Kaliumgemische verhalten 
sich, wie es sich nach der Zusammensetzung der Gemische erwarten 
1aBt; nur die Wirkung des Gemisches von viel Na mit sehr wenig K 
ist abweichend, indem eine stérkere Hemmung gegeniiber der Natrium- 
und Kaliumwirkung allein zu beobachten war. 
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Um den EinfluB des Calciums und des Calciums + Natriums 
kennenzulernen, stellten wir die drei weiteren Versuche an. 

Der folgende Versuch zeigt, daB die Calciumkurve in unmittel- 
barer Nahe der Kaliumkurve verliuft; die Natriumkurve liegt tiefer. 

Versuch 16 (Abb. 12). n/7 NaCl, KC) und CaCl, im Optimum (Py der 
Suspensionen bzw. 3,46, 3,55, 3,57). 26,8g Leberbrei mit 180 cem Milch- 
siurepuffer. In 5cem der Suspension 5,38 mg Gesamt-N, 0,36 mg Rest-N. 














3 Sa? 
Abb. 12. 


Kolben 1: NaCl; 2: CaCl,; 3: KCl; 4: NaCl (50 Proz.) + CaCl, 
(50 Proz.); 5: NaCl (95 Proz.) + CaCl, (5 Proz.); 6: NaCl (2 Proz.) 
+ CaCl, (98 Proz.); 7: destilliertes Wasser. 











Keben | 1 | 2 | 3 Sg ee es oT EE 
Rest-N, mg nach 3 Std 166 1,79) 181) 181) 161 161 1,9 
‘ 7 199 210/ 213) 216) 201 212 1,94 


” ” ” 


l 

l 
RestsN i. Proz. d. Gesamt-N n.3 Std.) 29.9 | 33,3 33.7 33,7 299 33,1 | 27 
7 37,2 40,7 39,7 400 375 394 36 


i 
® 4 


"+ ” ” » f 


Ein ganz dhnliches Bild ergibt der nachste Versuch. 

Versuch 17. n/7 NaCl und CaCl, im Optimum (p, 3,60) 14,5 g 
Leberbrei mit 120 cem Milchséurepufferlésung. In 5 ccm der Suspension 
4,86 ng Gesamt-N und 0,35 mg Rest-N. 

Kolben 1: NaCl; 2: CaCl,; 3: NaCl (50 Proz.) + CaCl, (50 Proz.); 
4: NaCl (99 Proz.) + CaCl, (1 Proz.); 5: NaCl (1 Proz.) + CaCl, (99 Proz.); 
6: destilliertes Wasser. 
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Kolben he a 3 4 5 6 

Rest-N, mg nach 3 Std. 145 169) 164, 164) 1,65 1,40 
= on -” | ae ee | 181 1,96 190 1.85 1.86 1.77 

i ow Oo ww oh RST] BO} 200!) es) 228) 1,9 
34.8 33,7 33.8 34.0 29.7 


Rest-N i. Proz. d.Ges.-Nn. 38Std. 29,8 
9° 7 37,3 40.4 39,2 38,2 38,3 36.6 
6 43.2 41.1 40.8 43.4 39.5 


” 


» 40 ,, || 406 


Pd ” ‘? ’ 
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Ahnlich liegen die Verhaltnisse auch im folgenden Versuche. 
Versuch 18 (Abb. 13). n/10 NaCl und CaCl,. Milchsiurepufferung mit 


Natriumlactat bzw. Calciumlactat. 20g Leberbrei mit 100 cem Puffer- 
lésung. In 5cem Suspension 4,97 mg Gesamt-N und 0,46 mg Rest-N. 
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Abb. 13. 


Kolben 1: NaCl (im Puffer Na); 2: CaCl, (im Puffer Ca); 3: NaCl 
(50 Proz.) + CaCl, (50 Proz.) (im Puffer Na und Ca); 4: NaCl (99 Proz.) 
+ CaCl, (1 Proz.) (im Puffer Na); 5: NaCl (1 Proz.) + CaCl, (99 Proz.) 
(im Puffer Ca). p,, der Suspensionen 3,90. 





za Kolben Bk. 3 4 5 
Rest-N, mg nach 4 Std. ...... 127] 146 1,36, 1,33 1,39 
i es ees = Fem: ae 
28 2 ee ss | 226) 282) 249) 234) 278 


” Pr ” ” 


Rest-N in Proz. des Ges.-N nach 4 Std. | 255 294 27.3 268 28,1 
Ca 33,5 39,1 | 343 335 36,6 
2 45.5 56.8 50,0 47,2 55.9 


9° 9° °° %* ’* 


% ’? ” ’° ’” ’° 


Bei den Gemischen aus Ca- und Na-Salzen findet sich demnach 
kein Verhaltnis, das besonders férdernd oder hemmend wirkt. Die 


Kurven der Gemische liegen simtlich zwischen der Ca- und Na-Kurve. 
Die Versuche sprechen fiir eine etwas starker beschleunigende Wirkung 
der Ca-Ionen auf die Proteolyse im Verhaltnis zu den Natriumionen. 





P. Rona u. E. Mislowitzer: 


Als drittes Kombinationspaar wurde Kaliumchlorid mit Calcium- 
chlorid genommen. Auch hier l4Bt sich andeutungsweise eine starker 
férdernde Wirkung des Ca “ das K beobachten. 

Versuch 19 (Abb. 14). 7KCl und CaCl, im Optimum (Py 3,70). 
13,6 g Leberbrei mit Milchsiure petidiiines, In 5 cem Suspension 3,43 mg 
Gesamt-N und 0,26 mg Rest-N. 
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Abb. 14. 
Kolben 1: KCl; 2: CaCl,; 3: KCl (50 Proz.) + CaCl, (50 Proz.); 
4: KCl (98 Proz.) + CaCl, (2 Proz.); 5: KCl (2 Proz.) + CaCl, (98 Proz.); 
6: destilliertes Wasser. 





. : o- 5 


1,39 
1,65 
1,98 


, 


Rest-N, mg nach : 3 Std. 


1,34| 1,36 
165 | 1/80 
197| 202 3 


1,42 | 
1,72 | 
215 2,01 


40 | 
65 | 
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” ”” ” 24 ” re | 
Rest-N i. Proz. d. Ges.-Nn. 3 Ged. ms (398 418 409 405 | 388 


’ 


” ” ” 48,1 52,6 | 51,0 | 48,3 48,0 46.0 
” ” ” 24 ” 57,4 58,9 | 62,6 | 58,6 57,7 56.3 
Versuch 20. n/l0 KCl und CaCl, im Optimum (p, 3,9). 10,9 ¢ 
Leberbrei mit 100 ccm Milchséiurepufferlésung. In 5 ccm der Suspension 
3,54 mg Gesamt-N und 0,26 mg Rest-N. 
Anordnung der Kélbchen wie im vorigen Versuche. 





eee Set ek Se FS] 


Rest-N, mg nach 3 Std. .. . | 1, | 120 117) 0,95 
” ” ” 7 ” S Ht . | —- 7 = —_ | 1.21 

00 » » 2% » ...|| 1,66] 1,66| 167| 1,67| 1,65| 1,42 

| 26,9 


Rest-N i. Proz.d. Ges.-Nn. 8Std. | 31, 9 34,7 339 | 328 
” ” ” » ” ” 7 ” 40.7 au j yy — 2 pe 
» 28 » (435 463 | 47,3 47,2 | 46,7 


” ” %? %> Lhd 
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Auch in diesem Versuche eine etwas starker férdernde Wirkung 
des Ca gegeniiber dem Kalium. Dies zeigt sich auch im folgenden 
Versuche bei denselben Salzkonzentrationen, wahrend bei niedrigeren 
Normalitiiten (n/20 bis n/25 in den entsprechenden Pufferlésungen) 
das Kalium etwas giinstiger 
als das Ca wirkte. 

Versuch 21 (Abb. 15). n/10 
KCl und CaCl,. Milchsaiure- 
pufferung mit Kaliumlactat 
bzw. Calciumlactat (p,, 3,9). 
20g Leberbrei mit 100 cem 
Pufferlésung. In 5cem der 
Suspension 2,62 mg Gesamt-N 
und 0,22 mg Rest-N. 

Kolben 1: KCl (im Puffer 
K); 2: CaCl, (im Puffer Ca); 
3: KCl (50 Proz.) + CaCl, 
(50 Proz.) (im Puffer K und Ca); 
4: KCl (12 Proz.) Cacl, 
(88 Proz.); 5: dectilliertes 
Wasser (im Puffer K); 6: destil- 
liertes Wasser (im Puffer Ca). 




















Kolben 1 2 3 4 5 6 


0,99 


Rest-N, mg nach 8 Std. ...| 121 > 1,22) 1,16 1,12 
152 131 


1,1 

” ” —— ae ee ie 148 14 
4 428 38,0 
7 


Rest-N i. Proz.d. Ges.-Nn. 8Std. 463 464 446 44, 
5 58.3 49.9 


2 ea. oe » 24 , (59,6 | 61,7 | 56,9 

Die Gemische aus den K- und Ca-Salzen zeigen gegeniiber dem 
K und Ca allein keine charakteristischen Wirkungen. 

In weiteren Versuchen wurden nun alle drei Ionenarten einzeln 
und miteinander in verschiedenen Konzentrationen gemischt gepriift. 
Zwei von diesen Versuchsreihen sollen im Auszuge mitgeteilt werden. 

Versuch 22. n/10 NaCl, KCl, CaCl, (py der Suspensionen 3,9). 17,7 2g 
Leberbrei mit 100 cem Milchsiurepufferlésung. In 5 cem der Suspension 
6,36 mg Gesamt-N und 0,66 mg Rest-N. 

Kélbchen 1: NaCl; 2: KCl; 3: CaCl,; 4: NaCl (33,3 Proz.), KCl 
(33,3 Proz.), CaCl, (33,3 Proz.); 5: NaCl (92 Proz.), KCl (4 Proz.), CaCl, 
(4 Proz.); 6: NaCl (4 Proz.), KCl (92 Proz.), CaCl (4 Proz.); 7: NaCl 
(4 Proz.), KCl (4 Proz.), CaCl, (92 Proz.). 





Kolben 1 2 3 4 5 6 7 
Rest-N, mg nach 4 Std. . yeas 1.80 199 22) 1,95 158 192 2.05 
7 a a ee 3.42 3,65 3.95 3,50 3.44 3.61 3.65 


Rest-N i. Proz. d. Gesamt*N n. 4Std. | 28.3 31.4 34.8 308 249 302 : 
7, is 53.8 57,5 | 62,1 55,2 | 542 (569 
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32.3 
57,4 
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Auch hier, wie bisher, liegt die Calciumkurve tiber der Kalium- 
kurve und diese tiber der Natriumkurve. Von den vielfachen Gemischen 
ist das mit viel Na und wenig K und Ca insofern bemerkenswert, als 
es etwas stirker als die anderen hemmt. 

Versuch 23 (Abb. 16). n/10 Na, KCl, CaCl, (py der Suspension 3,9). 
10,5 g Leberbrei mit 100 cem Milchsiurepuffer. In 5 cem der Suspension 
2,95 mg Gesamt-N und 0,30, mg Rest-N. 





% 
7§|\— 
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Kélbchen 1: NaCl; 2: KCl; 3: CaCl,; 4: NaCl, KCl, CaCl, (je 
33,3 Proz.); 5: NaCl (98 Proz.), KCl (1 Proz.), CaCl, (1 Proz.); 6: NaCl 
(1 Proz.), KCl (98 Proz.), CaCl, (1 Proz.); 7: NaCl (1 Proz.), KCl (1 Proz.), 
CaCl, (98 Proz.). 





Kolben. 1 2 

1,23) 1,26| 1,61 
1,46; 1,70) 191, 
168; 186) 226 


Rest-N, mg nach 34), Std. 
° et oe 


” 


» 28 


.7 . | 493 | 57.6 | 646 | 50 


RestsN i Proz. d.Gesamt-N n. 3p Std. || 41.7 | 425 | 545 | 43, 
ne we ll = ee ee 


Dieser Versuch deckt sich vollkommen mit den vorhergehenden. 
Zusammenfassend 148t sich von den Kationen sagen, da8 ihr 
Anteil (in den gepriiften Salzkonzentrationen), wenn auch gering, aber 
immerhin bemerkbar ist. Und zwar ist die relative Wirksamkeit der 
untersuchten Kationen abhingig von der Konzentration. In Konzen- 
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trationen von In bis n/10 geht das Ca-Ion in seiner mehr férdernden 
oder weniger hemmenden Wirkung dem K-Ion und dieses dem Na-Ion 
voran. In sehr geringen Konzentrationen (n/20) scheint Na mehr 
als K, und K mehr als Ca zu férdern. Salz- (lonen-) Gemische zeigen 
keine wesentlichen Verschiedenheiten von den einzelnen Salzen. Nur 
bei viel Na mit wenig K und Ca war die hemmende Wirkung stirker 
als mit einem der beiden Komponenten. 

AnschlieBende Versuche (Nr. 24 und 25) priiften die Natrium- und 
Kaliumwirkung abseits vom Optimum bei py 5,0. Wie bei den Anionen 
konnte auch hier eine mehr oder weniger deutliche Umkehr der Wirkung 
im Vergleich zu den bei optimaler Reaktion beobachtet werden: die 
Natriumkurve lag iiber der Kaliumkurve. 

Versuch 24 (Abb. 17). n/10 Natriumchlorid und Kaliumchlorid (p,, 5,0). 


14g Leberbrei mit Milchséurepuffer (Kaliumlactat bzw. Natriumlactat). 
In 5cem der Suspension 4,65 mg Gesamt-N und 0,35 mg Rest-N. 


“ / 
50} > + 
as} ; i 


#0} t me 7 oe 











| 
5 ; 3 Tae 
Abb. 17. . 
Kolben 1: KCl (K im Puffer;) 2: NaCl (Na im Puffer); 3: NaCl 


(50 Proz.) + KCl (50 Proz.) (K und Na im Puffer); 4: destilliertes Wasser 
(Na im Puffer). 





Kolben 1 2 3 a 
Rest-N, mg nach 4Std........... 0,84 1,13) 093 0,88 
o a: 1G aR er 2a pul 105; 121) 108 1,05 
” 9 nr 24 . nis “le. es. 8 76. 2 @.0 1,55 | 1,80 2.34? 1,50 


Rest-N in Proz. des Gesamt-N nach 4 Std. || i8,0 | 243 20,0 18,9 
8 ,, || 225 | 260 |232 | 227 
24 ,, || 334 | 389 504? 323 


” %° ” ” ” ” 


Ad %° * 9° ” ’° 


Versuch 25 (Abb. 18). n/10 Natriumchlorid und Kaliumchlorid (Py 5,0). 
7g Leberbrei mit Milchsiurepufferlésung (Natriumlactat bzw. Kalium- 
lactat). In 5ccm der Suspension 1,90 mg Gesamt-N und 0,12, mg Rest-N. 


Q* 
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Kolben 1: NaCl (im Puffer Na); 2: KCl (im Puffer K); 3: NaCl 
(50 Proz.) + KCI (50 Proz.) (im Puffer Na und K); 4: destilliertes Wasser 
(im Puffer Na). 
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Kolben 1 2 3 4 
pean, meer eae 2: Ss oS SSS 040, O38 O37 032 
‘ - oe See ere eae 085 O84 O85 0.78 


Rest-N in Proz. des Gesamt-N nach 4 Std. 20.9 198 19.6 17,2 
ie 446 441 449 413 


In allen bisherigen Kationenversuchen wurden Chloride angewendet. 
In den folgenden zwei Versuchen wurden Sulfate gepriift. 

Versuch 26. (Abb. 19). Natriumsulfat und Kaliumsulfat im Optimum. 
21g Leberbrei mit Milchsiurepuffergemischen. In 5 cem der Suspension 
5,96 mg Gesamt-N und 0,75, mg Rest-N. 

Kolben 1: Na, SO, (m/2); 2: Na,SO, (1m); 3: destilliertes Wasser; 
4: K, SO, (m/2); 5: K,8O,(1m); 6: destilliertes Wasser. In den Kolben 
1 bis 3: Natriumlactat; in den Kolben 4 bis 6: Kaliumlactat. p, der 
Suspensionen 3,80. 





Kolben 1 2 3 4 5 6 

Rest-N, mg nach 3 Std..... 114 124 146 1,35) 145 15) 
Sener ieee gars a a a 
Tare ones Be Cee Vee ee 
Rest-N i. Proz.d. Ges.-Nn. 3Std. | 19,1 208 | 245 226 244 25,3 
a a al & o 7 oo | 27,0 | 289 39,2 285 | 314 33,1 

» 48 ,, | 452 460 538 45,2 425 53,1 


? ? ’° ”° ° 
Das Uberwiegen der Kaliumwirkung (in Hinsicht auf Férderung 
bzw. geringere Hemmung) gegentiber der Natriumwirkung laBt sich 
auch aus diesem Versuche ee 
deutlich erkennen. Ferner 4) al 
§ ag 


zeigt sich, daB in den nie- al 
. A m 

drigen Konzentrationen der os oe 
if — —S 


Pufferlésungen (n/25 bis “ 
n/30) die Autolyse inGegen- 
wart von Na schneller ver- 
lauftalsinGegenwart vonK. 

Den zweiten Versuch 
stellten wir bei einem py 
von 5 an. 

Versuch 27. (Abb. 20). 
Natriumsulfat und Kalium- 
sulfat bei p,, 5,0. 21 g Leber- 
brei mit den Milchsaure- 
pufferldsungen. In 5 ccm 
der Suspension 5,96 mg Ge- 
samt-N und 0,75 mg Rest N. 

Kolbenl: Na,SO,(m/2);  ®>—>;—-3 —— dus 
2: Na,SO, (1m); 3: destil- Abb, 20. 
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liertes Wasser; 4: K,SO, (m/2); 5: Na,SO, (1m); 6: destilliertes Wasser. 
In 1 bis 3: Natrium-, in 4 bis 6: Kaliumlactat. 





Kolben 1 2 3 4 5 6 


Rest-N, mg nach 3 Std... .. 089 1,01 O84) 1,05 1,06) 0,93 
7 140 1,39; 1,22 : 1,42, 1,07 


” ” ” ” 


st » oo 4& , .... 270) B52] 218] 253| 264] 236 


Rest-N i. Proz.d. Ges.-Nn. 3Std. 15.0 169 14,1 | 17,6 17,7) 165 
7 23,4 | 233 | 206 314 238 | 180 


” ” ‘ ” 


” »48 ,, 454 | 423 366 | 425 | 443 39.6 


Die Umkehr der Totalwirkung (statt Hemmung Férderung) durch 
Veranderung der Aciditat ist auch hier (vgl. die Versuche 3, 3a und 4) 
deutlich ausgesprochen, waihrend in der Wirkung des K im Vergleich 
zu Na kein Unterschied gegen den vorigen Versuch zu verzeichnen ist. 

Zum SchluB stellten wir noch einige Versuche mit der einwertigen 
Kationenreihe Na, K, Li, Rb an. Den ersten und zweiten Versuch 
im Optimum, den dritten bei einem p, von 5,0. 


Versuch 28. (Abb. 21). NaCl, KCl, LiCl, RbCl (pq 3,70). 
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Kolben 1: NaCl; 2: KCl; 3: LiCl; 4: RbCl (zu je n/4 Endkonzen- 
tration); 5: NaCl; 6: KCl; 7: LiCl; 8: RbCl (zu jen/8 Endkonzentration); 
9: destilliertes Wasser. In 5ccm Suspension 4,99, mg Gesamt-N und 
0,43 mg Rest-N. 
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Kolben 1 2 3 4 5 6 7 8 o) 
Rest-N, mg nach 3 Std.. . . . . 151 1,81 1,58 140 1,61 1,60 140 131 1,17 
~ 6, .... | 188) 236) 1,04) 1,60 216 1,90 193) 1,76 1,61 
Ya ee 2.58, 3.58) 2.64 2.45 3,18 2,73 2.67 2,53) 2,23 
Rest-N in Proz. des Gesamt-N 
nach 3 Std. . . . 80,2 36,0 31,4 28.0 32,2 32,1 28,0 263 23.4 
| ae ee 37,2 47.6 38,7 34.0 43.2 40.0 386 35,3 32.5 
s we ee a ee . 518 714 52.9 49.0 63.6 545 53.5 506 46.6 


Versuch 29. (Abb. 22). Salze wie im vorhergehenden Versuche. 
Konzentration n/8 (p,, 3,70). In 5 cem Suspension 6,02 mg Gesamt-N und 


0,51 mg Rest-N 


ee 


45 


35 


30 


25 


20 


1S 














Abb. 22. 








Kolben 1 2 3 4 5 


Rest-N, mg nach 6'/,Std....... 258; 2,54 249) 252, 2,36 
24 . wit & ese 3,29; 3,20) 3,18) 3,19 3,01 


” ” ” ” 


Rest-N i. Proz.d Gesamt-N n. 6'/, Std. | 42,9 429 414 | 405 39,2 
53,2 | 546 528 | 53,0 50,0 


” ” ” ” Lhd 9 & ? 


Die Versuche zeigen, daB Li und Rb noch weniger férdern als Na. 
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Versuch 30. (Abb. 23). Salze wie im vorhergehenden Versuche. 
Konzentration n/4 (p, 5,0). In 5cem Suspension 8,08 mg Gesamt-N, 
0,67 mg Rest-N. 

75 + 
% 
jt | 
65} 
60) 
55} 


50} 





! 2 3 4 5 


Rest-N, mg nach 4S8td........ 2,93 237 243 2,39) 1,67 
” ” UR a i aE ig ol ed 3,58 284 276 254; 2,02 
24 eee 584 420 445 402 3,19 


” %” ” ” 


Rest-N i. Proz. d. Gesamt-N nach 4 Std. 363 288 30.1 295 | 206 
‘ Ske 444 35.1 341 315 250 
~~ 723 6520 5590 49.7 394 


° > ° 5. %° ”” 
. ”” °° ’° ‘* 
Auch in diesem Versuch ist die geringe Wirkung des Li und besonders 

die des Rb ersichtlich. 


Zusammenfassung. 


1. Die Beeinflussung der Autolyse durch Neutralsalze in der an- 
gewandten Konzentration (héchstens 1 n Lésungen) ist, obgleich gering, 
doch deutlich nachweisbar. 

2. Was die Wirkung der Anionen anlangt, so zeigten Versuche 
mit NaCl, Na,SO,, Natriumcitrat in m/2 Konzentration bei optimaler 
Reaktion (pq etwa 3,6) deutliche Hemmung. Stark hemmend erwiesen 
sich unter denselben Bedingungen auch das Tartrat und das Bromid, 
wihrend das Acetat (stets als Na-Salze) unwirksam war. Bemerkens- 
werterweise ist bei Anderung der Aciditét (p, 5 bis 6) eine vdllige 
Umkehr der Salzwirkung: Férderung statt Hemmung bei gleich- 
bleibender molarer Konzentration an Salz zu verzeichnen. 








Autolyse. II. 25 

3. Von den Kationen wurden hauptsiachlich Na, K, Ca als Chloride 
untersucht. Es zeigt sich, daB bei optimaler Reaktion diese Salze in 
stirkeren Konzentrationen (ln bis n/2) die Autolyse hemmen, in 
schwicheren (n/4 bis n/10) sie férdern. Ein Unterschied zwischen 
Natrium und Kalium besteht, insofern das Natrium in Konzentrationen 
von In bis n/2 starker hemmt, in Konzentrationen von n/4 bis n/10 
weniger férdert als das Kalium. Natrium- und Kaliumgemische (wie 
auch Ca-Gemische) verhalten sich, wie es sich nach der Zusammen- 
setzung der Gemische erwarten l46t; nur das Gemisch von viel Na 
mit sebr wenig (1 Proz.) K oder Ca war abweichend, da hier eine stirkere 
Hemmung als bei den einzelnen Salzen zu beobachten war. Das Ca-lIon 
(1 n bis n/10) ging in seiner mehr férdernden bzw. weniger hemmenden 
Wirkung dem K-Ion voran. In sehr geringen Konzentrationen (n/20) 
scheint Na mehr als K, und K mehr als Ca zu férdern. 

Abseits des Optimums (pq = 5,0) ist auch hier cine Umkehr der 
Wirkung im Vergleich zu der bei optimaler Reaktion zu beobachten: 
die Natriumkurve liegt tiber der Kaliumkurve, 

Wie die Chloride verhalten sich im wesentlichen auch die Sulfate. 
Li und Rb (n/4 bis n/8) férdern noch weniger als Na. 











Untersuchungen iiber Autolyse. III. 
Uber Autolyse der Phosphorleber. 


Von 
P. Rona, E. Mislowitzer und 8. Seidenberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit, 
Charité, Berlin.) 


‘(EBingegangen am 11. Januar 1924.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


I. Die Anderungen der chemischen Zusammensetzung der Leber 
eines mit Phosphor vergifteten Tieres betreffen alle Bestandteile, die 
EiweiBkérper, Kohlehydrate, Fette bzw. Lipoide wie auch die Salze. 
Um einen genaueren Einblick in das Wesen dieser chemischen Ver- 
anderungen zu gewinnen, untersuchten wir die autolytischen Vorgange 
in solchen ,,Phosphorlebern“ in der Annahme, daB die dabei behobenen 


Befunde gewisse Riickschliisse auf die intravitalen Vorginge gestatten. 
In der vorliegenden Untersuchung wurde zunichst nur die EiweiB- 
spaltung bzw. das Verhalten der eiweiBspaltenden Fermente beriick- 
sichtigt. 

Es ist bekannt, daB die intravitale wie auch die postmortale Proteo- 
lyse der Leber phosphorvergifteter Tiere erheblich gesteigert ist. Die 
Frage, ob diese Beschleunigung und Vermehrung der Spaltung auf 
einer direkten Beeinflussung der eiweiBspaltenden Fermente (etwa im 
Sinne einer ,,Aktivierung“ oder einer Neubildung) beruht oder aber 
der Phosphor nur indirekt in der Schaffung giinstigerer Wirkungs- 
bedingungen fiir das Ferment wirkt, war einer experimentellen Priifung 
zuginglich. Von den wesentlichen Faktoren, die die autolytische 
EiweiBspaltung beeinflussen, haben wir die H’-Ionenkonzentration des 
Systems, ferner die physiologisch wichtigen Salze kennengelernt. Soll 
die H-Ionenkonzentration fiir die Beschleunigung der Phosphor- 
autolyse von ausschlaggebender Bedeutung sein, so muB sie in dem 
autolysierenden Phosphorleberbrei eine wesentlich héhere sein als in 
dem Leberbrei bei gewéhnlicher Autolyse. Auf Grund der Unter- 
suchungen von A. Koehler, E. Severinghaus und H.C. Bradley*), wie 


1) A. Koehler, E. Severinghaus und H.C. Bradley, Journ. of biol. Chem. 
50, XV, 1922. 
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auch unserer eigenen sind wir tiber die Aciditaétswerte bei der gewéhn- 
lichen Autolyse gut unterrichtet. Koehler, Severinghaus und Bradley 
konnten feststellen, daB wenige Minuten nach dem Herstellen eines 
Breies aus der Leber eines unmittelbar vorher getéteten Tieres eine 
Aciditatsvermebrung eintritt. Wiahrend das py in der lebenden Leber- 
zelle von ihnen mit ungefaihr 7,2 angenommen wird, erhielten sie in 
dem frischen Brei mit RegelmiBigkeit ein py von 6,9 bis 6,8. Im Laufe 
der Autolyse kommt es durch Saurebildung zu einer weiteren Erhéhung 
der Aciditat des Breies bis auf ein pq von 6,5 bis 6,6, dann aber wieder 
zu einer maBigen Verringerung auf ein py von 6,7, um bei diesem 
Punkte stehen zu bleiben. Wir selbst haben in friiheren Untersuchungen 
durch zahlreiche elektrometrische Messungen, die wir anliBlich unserer 
Autolysestudien systematisch durchgefiihrt haben, feststellen kénnen, 
daB die py-Werte des autolysierenden Leberbreies den von den er- 





waihnten Autoren angegebenen Zahlen entsprechen. Zwei dieser 
Messungen seien hier mitgeteilt. 
1 Stunden der Autolyse 6 2 | 3 50 72 
wee ae is bite . | 660 700 | 688 658 | 666 
2 Stunden der Autoly se 1 7 26 96 
Sp aE age tg 6,74 6,59 6.66 6,77 
Eine VergréBerung der H-Ionenkonzentration tiber den an- 
Wir 


gegebenen Punkt hinaus lieB sich in keinem Falle nachweisen. 
werden also py-Werte, die kleiner sind als 6,5, als von der Norm ab- 
weichend ansehen diirfen. 

In der folgenden Tabelle sind nun die elektrometrisch gefundenen 
Werte fiir py im Verlaufe der Phosphorautolyse wiedergegeben. 





, Stunden der Autolyse Si ree - oe 
0 ee ee 7,11 682 | 680 | 638 6,12 
2 Stunden der Autolyse mF i 50 
ae! ee ee ee ~ 6,40 6,35 6,30 6,08 
3 | Stunden der Autolyse a9 6 27. 51 | 76| 97 | 122) 170) 194 
ag as. «+. s+ wa 7.061680 6,80 6,53 6,36 6,03 6,03 5,82 5,58 5,52 
4 Stunden derAutolyse || 0 4 25/73) 9% 120 142 
ee es eee 6,90 6,60 6,16.6,00 5,905.85 5.76 
5 Stunden der Autolyse 0 3 5 24 
NE ang Moan Marie 6,86 6,26 6,00 5,97 


Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, daB die Aciditiétsverhiltnisse 
in dem Leberbrei nach der Phosphorvergiftung erheblich von den 
oben als normal bezeichneten abweichen. In den meisten Versuchen 
trat schon wenige Stunden nach Beginn der Autolyse eine sehr starke 
Saéuerung ein, die immer mehr und mehr zunahm. Die endgiiltig er- 
reichten py-Werte bewegten sich zwischen 5,50 und 6,00. Die proteo- 
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lytischen Fermente befinden sich demnach in dem Brei der Phosphor- 
leber in einer viel giinstigeren H -Ionenkonzentration') als in der Norm, 
und ihre Wirksamkeit wird entsprechend erhéht. Hierzu tritt méglicher- 
weise die giinstige Beeinflussung der Fermentwirkung durch die an- 
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Abb. 1. (Autolysestudien. I Abb. 17). 

wesenden Salze. Stiitzen wir uns auf das vorhandene, zum Teil bereits 

vor langerer Zeit beigebrachte Analysenmaterial?), so ist die Annahme, 

daB in der Phosphorleber der Gehalt an Ca und Phosphat héher ist 

als in der normalen, allem Anschein nach berechtigt. Eigene Unter- 

suchungen®) hatten gerade 

fiir das Ca und das Phosphat 

einen stark beschleunigen- 

den Einflu8 auf die Proteo- 

lyse ergeben. Schon bei 

niedrigen Phosphatkonzen- 

trationen lieBen sich bei 

einem py von 5,8, 6,1, 6,4 

az 64 Spaltungswerte erzielen, die 

wesentlich héher lagen als 

die sonst bei denselben H’- 

Ionenkonzentrationen bei Gegenwart enderer Puffer zu erhalten waren 

(vgl. hierzu die Abb. 1 und 2). Das Calcium férdert nach unseren 

Untersuchungen von den drei Kationen Na, K und Ca am stirksten, 

eine Vermehrung des Ca diirfte also ebenfalls zu einer Beschleunigung 
der Autolyse beitragen. 

Wir kénnen also zwanglos die gesteigerte EiweiBspaltung bei der 

Phosphorautolyse auf die Anderung der Umgebung zuriickfithren und 

bediirfen nicht anderer hypothetischer Erklarungsméglichkeiten. Wenn 


52 gf A 


Abb 2. (Autolysestudien. I. Abb. 18). 


1) Vgl. I. Mitteilung. Vgl. hierzu auch EZ. L. Severinghaus, Journ. of 


biol. Chem. 57, 191, 1923. 
*) Vgl. unter anderen M. Kochmann, Pfliigers Arch. 119, 417, 1907. 


%) Siehe vorige Mitteilung. 
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aber diese Annahme richtig ist, so miissen die bei der Autolyse der 
Phosphorleber erhaltenen Spaltungswerte den normalen sehr ahnlich 
werden, falls man den wesentlichen Faktor fiir die Beschleunigung, 
die Vermehrung der H-Ionen, hintanhalt. Dies gelingt durch An- 
wendung geeigneter Puffergemische. 
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Die dabei angewandte Methode war dieselbe wie in den friiheren 
Versuchen. Wir teilen zunichst Versuche mit der gepufferten Autolyse, 
also mit konstanter H’-Jonenkonzentration mit. 

Versuch 1 (Abb. 3 u. 4). 26. Mai 1923. Meerschweinchen, 530g. Sub- 
kutane Injektion von 0,4 ccm einer | proz. Lésung von Phosphor in Paraff. 
liq. 29. Mai. Das Tier wird durch Halsschnitt getétet (Gewicht 
kurz vor dem Tode 460g). Die Leber wird steril entnommen; makro- 


skopisch wie mikroskopisch zeigt 60 _ 
——T To 
~~, 


sie die Verinderungen einer Phos- % 

o _3 aiioal ” « 50 bye —EE = a s 4. 

ein Brei hergestellt, der Brei (12g) -- _ Na Stunden 
~ 








phorleber. Mit einem Latapie wird 
| 
| 


mit 100 cem destillierten Wassers 
zu einer gleichmaBigen Suspension —— 
aufgeschwemmt. Es werden mit 
gleichen Mengen dieser Suspension 
und Milchsaurepuffergemischen 
fiinf Portionen von folgendem 
Py hergestellt: 

Kolben 1: 3,02; 2: 3,19; 3: 
3,46; 4: 3,89; 5: 4,32. 

Gesamt-N der Suspension in 5 ccm 7,22 mg, Anfangs-Rest-N 0,58, mg, 
d. h. 8,14 Proz. des Gesamt-N. 


























Kolben : 1 . 2 3 5 
4; {mach 4Std.|| 259, | 266 274, | 2,36 1,95, 
—— ae ae 3.45 3.47 3.87 285 
te ee 3.57 3.85 4.07 4.28 3.81 
Rest-N in (nach 4Std. 36,0 36,8 38,0 32,7 27,1 
Proz.des! . §& , 486 47.7 48.0 50,8 39.5 


Gesamt-N | " 24 " 495 53,2 56,3 59.2 52.7 
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Versuch 2 (Abb. 5 u. 6). 2. Juni 1923. Meerschweinchen, 645 g. Sub- 
kutane Injektion von 0,5cem einer Iproz. Phosphorlésung in Paraffin. 
6. Juni. Gewicht des Tieres 600g. Tétung. Gewicht des Leberbreies 16,5 ¢; 
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Abb. 6. 


mit 100 ccm destillierten Wassers Suspension. Mit Milchséiurepuffergemisch 
werden vier Portionen von folgendem p,_hergestellt: 

Kolben 1: 3,68; 2: 4,01; 3: 4,41; 4: 5,05. 

Gesamt-N der Suspension fiir je 5ccm 9,64mg. Anfangs-Rest-N 


0,929 mg (9,63 Proz.). 





Kolben 1 2 3 4 


nach 38td.| 3,37 3.14 2.38 1,70 

Rest-N, mg ke. Tee 3,93 3,74 3,06 2,11 
30 ” 528 5 54 5.16 344 

nach 3 Std. | 349 | 325 246 17.6 
ss a . 6, | 7 | 388 31.6 22'9 
and | a 54,7 57.4 53,4 35.7 


” 


Versuch 3 (Abb. 7 u. 8). 22. Juni 1923. Meerschweinchen. Subkutane 
Injektion von 0,4ccem einer Iproz. Lésung von Phosphor in Paraffin. 
26. Juni. Tétung. Gewicht des Leberbreies 24,0 g. Mit 135 ccm destillierten 
Wassers Suspension. Mit Milchséurepuffergemisch werden fiinf Portionen 
von folgendem p,, hergestellt: 
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Kolben 1: 3,07; 2: 3,19; 3: 3,51; 4: 3,95; 5: 4,40. 
Gesamt-N der Suspension fiir je 5cem 7,89 mg, Anfangs-Rest-N 
0,91, mg (11,6 Proz.). 





Kolben l 2 3 4 5 
. {nach 3S8td.|| 204 1,89, 1,93 1,63 1,62, 
Rest-N, }°™" 6. | o'4s 2'51 2'66 2'31 2'30 
m |* os" | see 2°75 3:39 3.32 2.52 
Rest-N in | nach 3 Std 25.9 24.0 24.5 20.6 20.6 
Peos. desi . 6.1 313 31:8 33.7 29'3 292 
Gesamt-N| ” 53 ” | 334 34.9 43.0 42.0 31.9 


| 





| 
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Abb. 7. 


Die eben mitgeteilten drei 2 
Versuche bewegen sich in dem 
fir die Spaltung optimalen Ge- 
biete der H’-Ionenkonzentration. ,, 
Die beobachteten Spaltungswerte 
stimmen vollig mit denen tiberein, gg}— 
die wir bei unseren Studien tiber 
die Autolyse der normalen Leber 
kennengelernt haben. Unter- 
schiede in dem Grade und der 
Geschwindigkeit der EiweiBspaltung bei der Phosphorleber gegeniiber 
der normalen Leber wurden nicht gefunden. 

Versuch 4 (Abb. 9u. 10). Meerschweinchen, 600g. 30. Juni 1923. Sub- 
kutane Injektion von 0,4 cem der l proz. Phosphorlésung. 4. Juli. Gewicht 
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des Tieres 450g. Tétung. Gewicht des Leberbreies 12,5 g. Mit 150 cem 
destillierten Wassers zur Suspension. Mit Acetat- und Phosphatpuffer 
lésungen wurden je drei Portionen mit folgendem py, hergestellt: 





40 
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Abb. 10. 


Kolben 1: 4,80; 2: 5,02; 3: 5,80 (1 bis 3: Acetatpuffer); 4: 6,25; 
5: 6,80; 6: 7,34 (4 bis 6: Phosphatpuffer). 


Ve 
Gesamt-N fiir je 5cem 7,03 mg, der Rest-N 0,57 mg (8,15 Proz.). 





Kolben 1 2 3 4 5 6 


| 

- (nach 38td.| 113 | 094 087 | 091 | 083 | 0,80 

Rest-N, |™%°" &§ || 127 | 095 | 0°79 a ia 058. 
me | ° 52; | 246 | 196 | 169 | 162 | 101 | 080 

Rest-N in | nach 38td.! 16,1 13,3 12.4 12.9 118 

Proz. des . 6 18.0 13.5 11.3 _— me 

Geeamt-N| ” 52 ” |'350 | 279 (240 | 230 | 144 


Versuch 5 (Abb. 11 u. 12). Meerschweinchen, 565g. 7. Juli 1923. 
Injiziert 0,45 cem der lproz. Phosphorlésung. 10. Juli. Gewicht 500 g. 
Tétung. Gewicht des Leberbreies 16,0g. Mit 160ccm destillierten Wassers 
zur Suspension. 
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Abb. 11. 


Py im Kolben 1: 4,04; 2: 4,75; 3: 5,57 (1 bis 3: Acetatpuffer); 4: 5,98; 
5: 6,68; 6: 7,32 (4 bis 6: Phosphatpuffer). 
Gesamt-N in 5 cem der Suspension 5,11 mg, Rest-N 0,48 mg (9,4 Proz.). 
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Kolben 1 2 3 4 5 
+ {nach 38td.| 171 1,20 0,82 0,88 0.55 0,52 
—— | “ = 2.46 1.91 1.23 1,46 0,76 0,67 
m |” 48” | 275] 215 | 202] 171 | 096 | O93 
Rest-N in nach 38td. 33,4 23,6 15,9 17,2 10,7 10,2 


Proz. des! . 6. || 481 374 | 42 | 286 | 148 | 131 
Gesamt-N| ” 48 ” | 535 420 | 305 | 335 | 188 | 182 
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Abb. 12. 


Versuch 6 (Abb. 13 u. 14). Meerschweinchen, 460g. 13. Juli 1923. 
Injiziert 0,8cem der lproz. Phosphorlésung. 16. Juli. Gewicht 390 g. 
Tétung. 17,0g Leberbrei mit 180 ccm destillierten Wassers zur Suspension. 
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Py im Kolben 1: 4,06; 2: 4,70; 3: 5,42 (1 bis 3: Acetatpuffer); 4: 5,74; 
5: 6,66; 6: 7,16 (4 bis 6: Phosphatpuffer). 
Biochemische Zeitschrift Band 146. 3 
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Gesamt-N der Suspension in 5 ccm 5,62 mg, Rest-N 0,54 mg (9,6 Proz.). 





Kolben 1 2 3 + 5 6 


. {nach 104 089 | 095 Osi 02 
conics Cit eal Dee > 125 | 105 | Lil | 093 0,82 
dn ee PEE 194 | 1.75 | 189,| 099 0:89, 
Rest-N inj nach 38td./ 22, i834 160 169 | 144 146 
Pros. des 6, (276 | 22 | 187 | 198 | 165 | 145 
Gesamt-N| ” 50 ” | 394 | 345 312 | 337 | 177 | 159 


3 Std. | 


Auch in diesen drei letzten, nicht im optimalen H -Konzentrations.- 
gebiete verlaufenden Versuchen laBt sich eine Abweichung gegen die 
Autolyse in der normalen Leber nicht beobachten. Die Werte, die bei 
den Phosphorlebern gewonnen wurden, liegen durchaus in der von der 
normalen her bekannten GréBenordnung. 

II. Weitere Versuche sollten dariitber AufschluB geben, ob die Zu- 
sammensetzung des Reststickstoffs bei der Autolyse der Phosphor- 
und der normalen Leber voneinander abweichen oder nicht. Zu diesem 
Zwecke wurde auBer dem Gesamtstickstoff noch die ,,Aminosiure- 
gruppe“ bestimmt!), und zwar wie in der friiheren Arbeit nach der 
mikrokolorimetrischen Methode von Folin. 

Versuch 7. Meerschweinchen, 750g. 17. Juli 1923. Subkutane In- 
jektion einer lproz. Phosphatlésung. 20. Juli. Gewicht 680g. Tétung. 
33 g Leberbrei mit 150 ccm destillierten Wassers. 

Py im Kolben 1: 3,81 (Acetatpuffer); 2: 5,61 (Phosphatpuffer); 


3: 7,08 (Phosphatpuffer). 
Gesamt-N der Suspension in 5 ccm 8,26 mg, Anfangs-Rest-N 1,26 mg 


(15,2 Proz.). 





Kolben 1 2 3 
nach 4 Std. 2.65 1,53 127 
Rest-N, mg at 451 3.04 168 


Rest-N in Proz. {nach 4 Std. |) 32,1 18,5 15,3 
des Gesamt-N | , 24, || 546 36,8 20,8 


Der Aminosiiurengehalt wurde in Kolben 1 und 3 nach 24 Stunden 
der Autolyse bestimmt. 

Kolben 1: Gesamtrest-N 4,51 mg, Amino-N 2,28 mg (50,7 Proz.). 

Kolben 2: Gesamtrest-N 1,68 mg, Amino-N 1,68 mg (100 Proz.). 

Versuch 8. Meerschweinchen, 750 g. 23. Juli 1923. Subkutane Injektion 
von 1,0 cem einer 1 proz. Phosphorlésung. 26. Juli. Gewicht 650 g. Tétung. 
18 g Leberbrei mit 150 cem destillierten Wassers zur Suspension. In 5 cem 
Gesamt-N 7,95 mg, Anfangs-Rest-N 0,60 mg (7,74 Proz.). 

Py im Kolben 1: 3,93 (Milchsiurepuffer); 2: 5,78 (Phosphatpuffer) ; 
3: 7,00 (Phosphatpuffer). 


1) Vgl. hierzu auch J. Desqueyroux, C. r. soc. biol. 86, 143, 1922. 
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Kolben 1 2 3 
| nach 4 Std. 1,89 1,28 0,98 
Rest-N, mg j; , ee 2,45 1,28 0.99 
Se oe 204 1.07 
= , . . o* 
Rest-N in Proz. | nach ~ Std. as a —. 
os Geom | *  * 44.2 25,7 134 
Die Amino-N-Werte waren die folgenden: 
Kolben 1 2 3 
nach 4 Std. 0,42, 0,45, 0,53, 
In mg s 7. I 0,67 0,79, 048 
— ee 0,92, 1,05, 0,52 
In Proz. des {nach 48td./ 220° 355 a8 
Rest-N ge 26.2 51.0 53.0 


Wir sehen aus diesen Versuchen, daB der Abbau bei der Autolyse 
von Phosphorlebern bedeutend weiter geht als bei der normalen Auto- 
lyse. Wiahrend dort der Amino-N héchstens 25 bis 30 Proz. des ge- 
samten Rest-N betrug, finden wir hier 50 Proz. und dariiber hinaus. Und 
zwar geht die Aufspaltung des EiweiBes im alkalischen Gebiete weiter 
als im sauren. Hier liegen Anhaltspunkte fir das Incinandergreifen 
mehrerer Fermentarten vor, wobei anscheinend die Wirksamkeit des 
tiefer abbauenden Ferments (oder der Fermentgrupy) der vorher- 
gehenden Spaltung bis zu einer héheren Stufe bedarf. 


Zusammenfassung. 


1. Indem autolysierenden Brei der Phosphorleber finden die proteo- 
lytischen Fermente giinstigere Wirkungsbedingungen als bei der 
normalen Autolyse. Der wesentliche Faktor hierbei ist die vermehrte 
H-Ionenkonzentration. Wird diese durch geeignete Puffer konstant 
auf einem niedrigeren oder héheren Wert gehalten, so ist in dem Aus- 
maB der EiweiBspaltung in der Phosphorleber gegeniiber der normalen 
Leber kein Unterschied. 

2. Der Grad des Abbaues der EiweiBkérper ist bei der Autolyse 
der Phosphorleber jedoch — in Ubereinstimmung mit den Befunden 
friiherer Forscher — tiefer als bei der normalen: die Werte des Amino- 
stickstoffs sind bedeutend héher als bei der normalen Autolyse. 


3* 











Uber die Kolloide im Harn und im Blut. 
Von 
J. Wohlgemuth und T. Koga (Osaka, Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1924.) 


Die Eigenschaft, beim Schiitteln stark zu schiumen, zeigen in 
hohem MaBe alle tierischen und menschlichen Sekrete und Exkrete, 
und es ist eigentlich verwunderlich, daB bisher dieses Phinomen noch 
nicht naher untersucht worden ist. A priori konnte man annehmen, 
daB diese Eigenschaft in erster Reihe gekniipft ist an die kolloiden 
Bestandteile dieser Fliissigkeiten, und daB das Studium der Schaum- 
bildung interessante Aufschliisse itiber den Charakter und vielleicht 
auch die Menge der Kolloide geben kénnte. Ein besonders interessantes 
Objekt in dieser Beziehung schien uns der Harn zu sein, den man sich, 
wenn wir von den Salzen absehen, in der Hauptsache aus Wasser und 
lyophilen Kolloiden zusammengesetzt denken muB. Da er ein Produkt 
der Nierenfunktion ist, so war es nicht unwahrscheinlich, daB Stérungen 
derselben schon ganz geringer Natur, die an sich noch keine Aus- 
scheidung von Eiwei8 zu bedingen brauchen, sich durch Anderungen 
im Charakter und in der Konzentration der Kolloide dokumentieren 
konnten. 

Dieses Studium setzt aber eine Methodik voraus, die es gestattet, 
die Menge der Kolloide quantitativ zu messen. Ein solches Verfahren 
existierte aber bis heute noch nicht, und man darf wohl auch das als 
den Grund ansehen, weshalb dieses interessante Problem, das im 
stillen gewiB schon manchen Biologen beschaftigt hat, bisher noch 
unbearbeitet geblieben ist. Von der Uberlegung ausgehend, da in 
erster Reihe die Menge der Kolloide die Starke der Schaumbildung 
einer Lésung bedingt, so zwar, daB eine an Kolloiden reiche Lésung 
beim Schiitteln stark schiumt, eine an Kolloiden arme nur schwache 
Schaumbildung zeigt, haben wir ein einfaches Verfahren ausgearbeitet, 
mit dessen Hilfe wir in kurzer Zeit imstande sind, den Grad der Schaum- 
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bildung festzustellen. Bevor wir aber hierauf naher eingehen, méchten 
wir einige kurze Bemerkungen rein theoretischer Natur tiber die Schaum- 
bildung vorausschicken. 


Schiume sind aufzufassen als disperse Systeme, deren disperse Phase 
gasférmig ist, waihrend das Dispersionsmittel fest oder fliissig sein kann, 
Da wir es bei den tierischen Fliissigkeiten nur mit letzteren zu tun haben. 
kénnen wir von Schiumen mit festen Dispersionsmitteln absehen. Fiir die 
Schaumbildung kommen nach Quincke nur Lésungen, nicht aber homogene 
Fliissigkeiten in Betracht, und zwar schiumen nur solche wisserige Lésungen, 
bei denen die Oberflaichenspannung des Wassers durch die gelésten Stoffe 
erniedrigt wird. Hieraus folgt, daB die Schaumbildung nur dann zustande 
kommen kann, wenn die Méglichkeit gegeben ist, daB sich in der Lésung 
— beispielsweise beim Schiitteln — Grenzflichenschichten bilden, deren 
Zusammensetzung von der der Lésung wesentlich verschieden ist, mit 
anderen Worten, wenn sich durch irgendwelche mechanischen MaSnahmen 
die Bildung einer Gibbsschen Schicht volizieht. In seiner beriihmten Arbeit 
Uber das Gleichgewicht heterogener Substanzen“ leitete Gibbs") das 
Prinzip ab, daB ein gelister Stoff, der die Oberflachenspannung seines 
Lésungsmittels vermindert, das Bestreben hat, sich an der Oberfliche 
anzusammeln. So neigt die Konzentration der Oberflichenschicht dazu, 
gréBer zu werden als die der Lisung im Innern. Ein solcher Vorgang wiirde 
ersichtlich nicht unbegrenzt fortschreiten. Er strebt vielmehr einem Gleich- 
gewicht zwischen der Oberflichenspannung. die den gelésten Stoff auf die 
Oberflache ziehen will, und dem osmotischen Druck zu, der bestrebt ist, 
ihn gleichférmig durch das ganze Lésungsmittel zu verteilen. Unter den 
gegebenen Umstinden wiirde aber ein Gleichgewicht ein bestimmtes Ver- 
hiltnis zwischen der Konzentration in der Oberflichenschicht und der 
im Innern der Lésung bedeuten. Die Giiltigkeit dieses Gesetzes wies 
Ramsden*) auch fiir kolloida) geléste Stoffe nach. Er konnte zeigen, dai 
die an der Oberfliche sich ansammelnden Kolloidteilchen dort zihe, 
elastische Hiutchen bilden, und da® diese fiir die Bildung eines halt- 
baren Schaumes von groBer Bedeutung sind. Diese festen Teilchen, 
welche die Oberflichenenergie der freien Oberfliche herabsetzen, kénnen 
in dreifacher Weise zur Bestiéndigkeit eines Schaumbliaschens beitragen: 

1. indem sie als Stiitzpunkt dienen, 

2. durch tatsichliche Beriihrung, Reibung oder Kohasion der Teilchen, 
die drtlichen Verschiebungen im Hautchen entgegenwirken, 

3. dadurch, daB sie sich einer solchen Deformation widersetzen, die 
dahin zielt, eine neue Oberflache mit héherer Oberflachenspannung zu bilden. 

Es ist klar, daB, wenn es sich, wie bei Albumosen und Peptonen, 
um solche Kolloide handelt, die. wie Meécalj*) gezeigt hat, ein Hiautchen 
bilden, diese einmal eingetretene Gelbildung dem osmotischen Druck 
einen groBen Widerstand entgegensetzt, so daB das Konzentrationsgefille 
zwischen der Oberflichenschicht und der Lésung ein auBerordentlich 
steiles bleibt. Aber auch wenn es sich um lyophile Kolloide handelt, die 
sich in der Grenzschicht nicht zu einem festen Hautchen zusammen- 
schlieBen, sondern nur vermége Reibung oder Kohiasion sich aneinander- 


1) Gibbs, Trans. Conn. Acad. 8, 108, 343, 1876. 
*) W. Ramsden, Zeitschr. f. physikal. Chem. 47, 336, 1904. 
3) W. V. Metcal/, ebendaselbst 47, 336, 1904. 
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lagern und so einem Ubertritt aus der Grenzschicht in die Lésung kraftvol! 
widerstreben, kann das Konzentrationsgefille ein sehr steiles sein. Sehr 
wahrscheinlich steht nun das Auftreten eines Optimums der Schaum- 
bildung mit diesen Vorgiangen in engem Zusammenhang. Denn die Grund- 
bedingung fiir das Zustandekommen eines Schaumes ist zu suchen in dem 
Vorhandensein einer Divergenz zwischen der Konzentration des gelésten 
Stoffes in der Grenzflichenschicht und der in der Lésung selber. 

Die Schiume kolloidaler Flissigkeiten haben wir nun aufzufassen 
als dreiphasige Systeme ; denn das Dispersionsmittel selbst reprisentiert 
ein zweiphasiges System insofern, als in der Fliissigkeit der kolloide 
Stoff gelést ist, wihrend das Gas bzw. die Luft die dritte Phase bildet. 
Beim Schiitteln solcher Lésungen sammeln sich die Kolloide in der 
Grenzflichenschicht (Gibbsschen Schicht) gleichsam als feste Phase 
an und verleihen ihr vermutlich eine um so gréBere Stabilitiét, in je 
gréBerer Konzentration sie sich dort anhiufen. Wir kénnen also um- 
gekehrt aus der Stabilitit des Schaumes in erster Annaherung auf 
die Menge der Kolloide schlieBen. Daraus folgt weiter, dab, wenn man 
eine kolloidale Lésung verdiinnt, die Schaumbildung schwicher werden 
muB, und daB schlieBlich bei gentigend starker Verdiinnung die Kolloid- 
teilchen in so geringer Zahl in der Lésung vorhanden sind, daB beim 
Schiitteln dieser Lésung ihre Konzentration in der Grenzschicht nur 
um ein Weniges oder tiberhaupt nicht die Konzentration in der Lésung 
selbst tiberwiegt, so daB schlieBlich eine Schaumbildung ginzlich 
aus bleibt. 

Von dieser Uberlegung ausgehend, wahlten wir als MaB® fir den 
Gehalt einer Lésung an Kolloiden den Grad der Verdiinnung, der 
erforderlich war, um die Lésung ihrer Eigenschaft, einen haltbaren 
Schaum zu bilden, zu berauben. Je gréBer die Verdiinnung war, die 
wir anwenden muBten, um die Schaumbildung zum Verschwinden zu 
bringen, um so gréBer miiBte danach unter vergleichenden Bedingungen 
der Gehalt dieser Lésung an Kolloiden sein. 


I. Urin. 
Fiir unsere Versuche verwandten wir zunichst menschlichen Urin. 


Wir gingen dabei so vor, da8 wir auf eine Reihe von Reagenzglisern 
von gleicher Héhe und Weite je 0 ccm Urin in absteigenden Verdiinnungen 
verteilten, also ins erste Glischen 10 ccm nativen Urin, ins zweite 10 ccm 
der zweifachen Verdiinnung, ins dritte 10 ccm der vierfachen, ins vierte 
10ccm der achtfachen, ins fiinfte 10 ccm der 16fachen Verdiinnung usf., und 
nun jedes Glischen verschlossen mit der Hand schiittelten. Um méglichst 
gleichmaBig zu arbeiten, schiittelten wir mit kriaftiger Bewegung jedes 
Glaschen 60mal, stellten es in das Reagenzglasgestell zuriick und kontrol- 
lierten die Schaumbildung. Anfanglich hatten wir fiir unsere Versu.-he 
100maliges Schiitteln angewandt; wir tiberzeugten uns aber spiter, dab 
60maliges Hin- und Herschiitteln den gleichen Effekt hat. Eine geringere 
Zahl von Schiittelbewegung hat sich uns nicht als zweckmaBig erwiesen. 
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Das Schiitteln selbst fiihrten wir so aus, da8 wir je ein verschlossenes 
Glaschen in die rechte und linke Hand nahmen und nun in schnellem 
Tempo mit dem Unterarm in etwa senkrechter Richtung miéglichst 
kraftige Schiittelbewegungen machten. Eine Messung der Schaumhéhe 
vorzunehmen, schien uns nicht so geeignet, wie die Feststellung der- 
jenigen Verdiinnung, bei der noch eben ein geringer Schaum nach dem 
Schiitteln bestehen blieb. Man kommt auf diesem Wege zu ganz 
einheitlichen Resultaten. 

Wenn man eine Lésung kraftig schiittelt, so daB eine innige Durch- 
mischung der Flissigkeit mit der Luft vor sich geht, so schiiumt fast 
jede Lésung. Sobald man aber mit dem Schiitteln aufhért, verschwindet 
der Schaum augenblicklich, ohne auch nur ein kleines Schaumblischen 
zu hinterlassen. Windisch und Beermann'), die sich mit dem Schiumen 
des Bieres eingehend beschiaftigten, haben deshalb unterschieden 
zwischen solchen Substanzen, die den Schaum bilden, also zwischen 
Schaumbildnern, und solchen, die den Schaum halten, den Schaum- 
haltern. Zu letzteren gehéren in erster Reihe die Kolloide, und es wird 
in folgendem nur von den Schaumhaltern die Rede sein. 

Mit der oben beschriebenen, héchst einfachen Methodik unter- 
suchten wir zunichst den Harn von normalen Individuen auf seine 
Schaumkraft. Bei den starken Schwankungen im spezifischen Gewicht 
war es notwendig, um die Werte von verschiedenen Urinen untereinander 
vergleichen zu kénnen, durch Zusatz von Wasser alle zuniichst auf 
ein und dasselbe spezifische Gewicht von 1010 zu bringen. Sodann 
verteilten wir die einzelnen Verdiinnungen auf eine Reihe gleich hoher 
und gleich weiter Reagenzgliaschen, schiittelten ein jedes, wie oben 
beschrieben, kriftig durch und beobachteten, in welcher Verdiinnung 
noch der Schaum nach dem Schiitteln bestehen blieb. Als positiv betrach- 
teten wir noch dasjenige Glischen, in dem sich tiber der Flissigkeit 
ein feiner Saum von kleinen Schaumblischen abgesetzt hatte. Auf 
diese Weise stellten wir fest, daB in einer Reihe von Fallen bei acht- 
facher Verdiinnung, in einer anderen Reihe sogar noch bei 16facher 
Verdiinnung die unterste Grenze der Schaumbildung lag. 





Tabelle I. 
Uria 
Verdiinnungsgrad 

1 2 3 4 5 6 
he + + + + + + 
2 fach | + + + + + + 
a ae + + + + 
nee omigea + + + + + + 
- . ; — — — + + a 
eta ies k ye Ses -_- — —_ — -- ~- 


1) W. Windisch und V. Beermann, Wochenschr. f. Brauerei, Jahrg. 37, 
S. 109 ff., 1920. 
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Alsdann untersuchten wir, ob die Nahrungsaufnahme von EinfluB 
auf die Schaumbildung ist, und stellten fest, daB im niichternen Zu- 
stande der Urin bei einer stirkeren Verdiinnung schiumt als nach 
Nahrungsaufnahme, d. h. daB im niichtern gelassenen Urin mehr 
Kolloide enthalten sind als in dem nach einer Mahlzeit produzierten. 

Diese Untersuchungen betrachteten wir aber mehr als Vor- 
versuche. Uns interessierte in erster Reihe, mit Hilfe der Schiittel- 
methode etwas iiber die Natur der im Harne gelésten Kolloide zu 
erfahren. Dariiber ist bisher noch nichts bekannt. Man kann nun die 
Kolloide je nach ihrer elektrischen Ladung in drei Gruppen teilen, 
in positiv, negativ und amphoter geladene Kolloide. Wir bemiihten 
uns nun festzustellen, welche dieser drei Gruppen im Harne vertreten ist. 

Um dies zu entscheiden, verwandten wir Sorbentien von ganz 
bestimmter elektrischer Ladung, von der Uberlegung ausgehend, daB 
sie vermége ihrer Eigenschaft, Kolloide entgegengesetzter Ladung zu 
adsorbieren, auch die Fahigkeit besitzen, aus dem Harne die entsprechen- 
den Kolloide zu entfernen. Als Typen solcher Sorbentien sind das 
negativ geladene Kaolin und das positiv geladene Aluminiumoxyd, 
Aluminium oxydatum pro analysi (Merck), bekannt. 

Wir wollten zunichst feststellen, ob im Harne positiv geladene 
Kolloide enthalten sind. Zu dem Zwecke wurden 20,0 ccm frischen 
Urins mit 2 g Kaolin versetzt und auf einer Schiittelmaschine 30 Minuten 
lang geschiittelt. Danach wurde filtriert und das Filtrat auf Schaum- 
bildung in der tiblichen Weise untersucht und mit nativem Harne 
verglichen. Dabei zeigte sich, daB nach der Behandlung mit Kaolin 
der Harn fast vollkommen seine Fahigkeit, beim Schiitteln zu schiumen, 
eingebiiBt hatte. Jenn man ihn verdiinnt oder auch unverdiinnt 
schiittelte, so konnte man wohl eine Schaumbildung beobachten, 
aber die Schaumblischen verschwanden sofort wieder. Hiernach diirfte 
der SchluB berechtigt sein, daB die im Urin vorhandenen schaum- 
bildenden Kolloide vorwiegend positive Ladung aufweisen. Wenn das 
richtig war, so muBte eine Behandlung desselben Urins mit dem positiv 
geladenen Aluminiumoxyd ohne wesentliche Wirkung auf die Schaum- 
bildung bleiben. Das war in der Tat der Fall. 

Der Versuch mit Aluminiumoxyd wurde in analoger Weise wie 
mit Kaolin ausgefiihrt. 20,0 ccm frisch gelassenen Urins wurden mit 
0,5 g Fasertonerde (Merck) 30 Minuten auf der Schiittelmaschine ge- 
schiittelt, danach filtriert und nun die Priifung auf Schaumbildung 
mit dem Filtrat in unverdiinntem und verdiinntem Zustande vor- 
genommen. Dabei zeigte sich, daB die Vorbehandlung mit Aluminium- 
oxyd fast ohne jeden EinfluB auf die Schaumbildung des Urins ge- 
blieben war. Als Beleg fiihren wir aus der groBen Zahl unserer Versuche 
nur zwei mit zwei verschiedenen Urinen an. 
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Tabelle 11. 
Urin 1 Urin 2 
Verdiinnungsgrad : ped ¢ 
nativ ae Kaolin nativ —— Kaolin 

a a 2 + — . x + —_ 
2fach. . + + — + + _ 
Se > + + + + —_ 
oe + + + > — 
16 , + + — = _ 


32 


Das Resultat war in allen Fallen das gleiche. Es Anderte sich 
auch nicht, wenn der Urin mit noch so groBen Mengen Aluminiumoxyd 
vorbehandelt wurde. Bei dem sehr geringen spezifischen Gewicht des 
Aluminiumoxyds gegeniiber dem Kaolin hatten wir in unseren ersten 
Versuchen gleiche Volummengen der Adsorbentien verwandt. Spiter 
aber haben wir unsere Versuche mit gleichen Gewichtsmengen aus- 
gefiihrt und bisweilen sogar die doppelte, ja dreifache Menge des 
Aluminiumoxyds zur Ausschiittelung benutzt. Trotzdem diese dem 
Volumen nach etwa fiinf- bzw. achtmal so viel betriigt wie die des 
Kaolins, sahen wir niemals eine wesentliche Abschwiichung in der 
Schaumbildung des Urins. 

Hiernach untersuchten wir, inwieweit die im Urin enthaltenen 
kristalloiden Substanzen an der Schaumbildung beteiligt sind. Wenn 
sie dabei eine Rolle spielten, so muBte nach ihrer Entfernung sich eine 
Anderung in der Schaumbildung gegeniiber dem nativen Urin zeigen. 
Um sie aus dem Urin zu eliminieren, dialysierten wir den Urin in kleinen 
Pergamentschliuchen 24, bisweilen auch 48 Stunden lang gegen fleBen- 
des Wasser unter Verwendung von Toluol als Desinfizienz, um einer 
Zersetzung vorzubeugen. Hiernach wurde der salzfreie Urin in der 
iiblichen Weise auf Schaumbildung untersucht und mit dem salzhaltigen 
verglichen. Dabei zeigte sich in keinem Falle ein Unterschied zwischen 
dem dialysierten und dem nativen Urin. Hieraus folgt, daB die Nicht- 
kolloide des Urins mit der Schaumbildung nichts zu tun haben. 

Nun konnte man aber daran denken, daB die Gegenwart von 
Salzen im Urin bei der Behandlung mit Kaolin bzw. Aluminiumoxyd 
eine Rolle spielen kénnten. Denn die Wirkung der Sorbentien wird 
doch in mehr oder weniger hohem Grade auch beeinfluBt durch die 
Reaktion des Mediums, in dem sie wirken sollen. Man begegnet nun 
bekanntlich neben neutralen sehr oft — je nach der Art der Nahrung — 
auch sauer oder alkalisch reagierenden Urinen, und man konnte ver- 
muten, daB in Gegenwart von sauren Phosphaten die Wirkung der 
Sorbentien eine andere ist als in Gegenwart von schwachen Alkalien. 
Deshalb wiederholten wir noch einmal die Aussch iittelungsversuche 
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mit Kaolin und Aluminiumoxyd an durch Dialyse salzfrei gemachten 
Urinen und kamen dabei zu folgendem Ergebnis: Wurde der Urin 
24 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert und dann einerseits 
mit Kaolin, andererseits mit Fasertonerde behandelt, so zeigte sich 
kein Unterschied gegeniiber dem Verhalten des nicht dialysierten 
Urins, d. h. Kaolinbehandlung entzog dem dialysierten Urin die schaum- 
bildenden Kolloide, Fasertonerde blieb ohne nennenswerten Einflud. 
Vielleicht, daB in der schwichsten noch schiumenden Verdinnung 
die Schaumblischen schneller verschwanden als in dem entsprechenden 
Gliaschen des Kontrollversuches. Sehr deutlich war dieser Unterschied 
jedenfalls nicht. — Wenn wir aber die Dialyse des Urins tiber 48 Stunden 
ausdehnten, zeigte sich, daB auch die Ausschiittelung mit Aluminium- 
oxyd von deutlichem EinfluB auf die Schaumbildung des Urins war. 
Als Beleg dafiir fihren wir je einen Versuch mit 24stiindiger und 
48stiindiger Dialyse an. 
Tabelle III. 





Verdii I Nativer Urin 24 Std. dialysiert 48 Std. dialysiert 
erdiinnungs- || : \| 

grad ere Alums | yoy: —, 2) vente | 

i] oxyd Kaolin - —_ 


+ + 
-" re 
+ + 
a ft. 
+ + 
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Aus der Tabelle III geht deutlich hervor, daB, wenn man die 
Dialyse lange genug fortsetzt, es auch durch Ausschiitteln mit Alu- 
miniumoxyd gelingt, die Schaumbildner aus dem Urin fast vollkommen 
zu entfernen. Man kann zwar noch leichte Schaumbildung in achtfacher 

Jerdimnung beobachten, aber hier sowohl wie in den héher konzen- 
trierten Portionen verschwand der Schaum stets sehr schnell und 
hinterlieB selbst in der unverdiinnten Portion keine bleibenden Schaum- 
blischen mehr. 

Wir ersehen daraus, daB in der Tat die Kationen es sind, welche 
den Kolloiden des Urins eine ausgesprochene positive Ladung erteilen. 
Werden sie durch Dialyse nur teilweise entfernt, so verlieren die Kolloide 
etwas von ihrer elektrischen Ladung, und es andert sich firs erste 
noch nichts an der Wirkung des Aluminiumoxyds. Erst wenn die 
Dialyse so weit fortgesetzt wird, daB alle Kationen vollstaindig oder 
nahezu vollstindig eliminiert werden, verringert sich der Grad ihrer 
elektrischen Ladung so weit, daB die Kolloide sich dem amphoteren 
Punkte sehr stark nihern oder geradezu amphoter werden. In diesem 
Zustande kénnen sie dann von der Fasertonerde ebenso adsorbiert 
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werden wie vom Kaolin. Diese Erklarung setzt allerdings voraus, dab 
bei allen diesen Vorgiingen einzig und allein die elektrische Ladung der 
Kolloide das ausschlaggebende Moment ist. Ob diese Voraussetzung 
aber zutrifft und nicht doch noch andere Krifte dabei eine Rolle 
spielen, méchten wir dahingestellt sein lassen. 

Nachdem wir uns so tiber die Wirkung der Kationen auf die Kolloide 
des Urins orientiert hatten, schien es wiinschenswert, auch den direkten 
Einflu8.eines Anions kennenzulernen. A priori muBte man erwarten, 
daB in Gegenwart eines solchen die natiirliche positive Ladung der 
Kolloide teilweise oder ganz verschwinden und in eine nahezu amphotere 
tibergehen miiBte. Als Anion benutzten wir Essigsiure, priiften zunichst 
den nativen Urin in der tiblichen Weise auf seine Schaumkraft und 
sein Verhalten gegeniiber Kaolin und Fasertonerde, siuerten ihn dann 
mit Essigsiure an und untersuchten ihn dann in der gleichen Weise. 
Dabei zeigte sich, wie wir erwartet hatten, daB durch die Gegenwart 
von Essigsiiure die Kolloide die Fahigkeit angenommen hatten, auch 
von der positiv geladenen Fasertonerde adsorbiert zu werden. Ein 
Parallelversuch mit dem gleichen Urin, der vorher durch verdiinnte 
Sodalésung alkalisch gemacht war, ergab das gleiche Resultat wie der 
native Urin, wie aus der Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle IV. 





Normaler Urin Mit Essigsiure anges. Mit Na,C O, alkalisiert 
Verdunnungs- 
grad nativ wm y Kaolin nativ my Kaolin __ nativ — Kaolin 
es + + + r > = + + = 
2 fach + + -- + t — ++ oo — 
4, +) +! —]}ri —-)'—) +) + 
S « i — + mm oe + + — 
16 , +/+ > —/ 4+!) —-}/—-)+)4/- 
32. ee ee ee eee ee, ee ee 


Sodann versuchten wir auch, mit Hilfe der Kataphorese einen 
Einblick in die Beschaffenheit der Kolloide zu gewinnen. Wir hofften, 
auf diese Weise durch Wanderung im elektrischen Felde eine Trennung 
der positiv geladenen Kolloide von den eventuell vorhandenen negativ 
geladenen durchfiihren zu kénnen. Herr Prof. Dr. Freundlich in Dahlem 
hatte die groBe Liebenswiirdigkeit, uns seine Apparatur fiir diese Ver- 
suche zur Verfiigung zu stellen und uns mit Rat und Hilfe dabei zu 
unterstiitzen, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle unseren verbind- 
lichsten Dank zum Ausdruck bringen méchten. 

Wir fiihrten zuniachst einen Versuch mit nativem Urin aus, indem 
wir beide Schenkel des Apparates mit destilliertem Wasser beschickten, 
nachdem wir zuvor in das U-Rohr den nativen Urin gebracht hatten. 
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Es wurde wiahrend 24 Stunden ein Strom von starker Spannung 
(120 Volt) durch das System geschickt und dann die in beiden Schenkeln 
befindlichen Fliissigkeiten gesondert auf ihre Schaumkraft gepriift. 
Dabei lieB sich jedoch kein deutlicher Unterschied zwischen der Anoden- 
und Kathodenportion erkennen. 

Derselbe Versuch wurde noch einmal mit dialysiertem Urin aus- 
gefiihrt. Um jede stérende Salzwirkung auszuschlieBen, dialysierten 
wir den Urin 3 Tage lang gegen flieBendes Wasser und iiberschichteten 
ihn zum Schutz gegen bakterielle Zersetzung mit Toluol. Nach be- 
endigter Dialyse zeigte der Urin das abnorm niedrige spezifische Gewicht 
von 1003. Um das beim Schiittelversuch stérende Toluol zu beseitigen, 
wurde der Urin durch ein feuchtes Filter filtriert und nun in die beiden 
Schenkel des Apparates eingefillt. Bei dem sehr niedrigen spezifischen 
Gewicht des Urins waren wir dieses Mal gezwungen, die Uberschichtung 
statt mit destilliertem Wasser mit 10proz. Alkohol vorzunehmen. 
Daraufhin wurde wihrend 48 Stunden ein Strom von derselben Spannung 
wie im ersten Versuche durchgeschickt und nach Beendigung des 
Versuches der Inhalt der beiden Schenkel auf seine Schaumfihigkeit 
geprift. Dabei zeigte sich, daB der Inhalt des Anodenschenkels nicht 
unbetrichtliche Schaumkraft besaB, wihrend der des Kathoden- 
schenkels nur ganz wenig Schaumbildung aufzuweisen hatte, wie aus 
der Tabelle V ersichtlich ist. 


Tabelle V. 





Verdiinnungsgrad | Kontrollportion | Anodenschenkel Kathodenschenkel 


+ 
+ 
- 
+ 


is Po 
2fach . 
4 
8 
16 
32 

Man kénnte hieraus folgern, daB, da durch die griindliche Dialyse 
so gut wie simtliche Kationen aus dem Urin beseitigt waren, die vorher 
stark positiv geladenen Kolloide einen ausgesprochen amphoteren 
Charakter oder gar zum Teil eine geringe negative Ladung angenommen, 
und daB aus diesem Grunde eine Wanderung der Kolloide vorwiegend 
zum positiven Pol stattgefunden hatte. Dieses Resultat steht in guter 
Ubereinstimmung mit dem Verhalten der Kolloide gegeniiber dem 
Aluminiumoxyd nach griindlicher Dialyse des Urins, indem sie von 
ihm fast vollkommen adsorbiert werden, wihrend vor der Dialyse die 
positive Fasertonerde ohne jeden EinfluB auf sie ist. 

Weiter priften wir, wie die Schaumsubstanzen sich verschiedenen 
Temperaturen gegeniiber verhalten. Zu dem Zwecke wurde normaler 
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Urin 10 Minuten lang auf freiem Feuer gekocht und dann auf seine 
Schaumbildung untersucht. Dabei zeigte sich keine Anderung gegen 
friher. Auch bei der Behandlung des vorher gekochten Urins mit 
Kaolin und Fasertonerde war kein Unterschied gegeniiber dem nicht- 
gekochten Urin zu konstatieren. Ebenso trat bei noch langsamerem 
Erhitzen des Urins bis 30 Minuten und dariiber hinaus keine Anderung 
in dem Verhalten der Schaumbildner ein. Auch tiefe Temperaturen 
(bis — 12°C) blieben ohne EinfluB auf die Kolloide des Urins. 

Sodann untersuchten wir, wie die Schaumbildner sich einzelnen 
Solventien gegeniiber verhalten, und zwar verwandten wir fiir diese 
Versuche Alkohol, Aceton und Ather. Wir gingen dabei so vor, daB 
wir 50 ccm Urin in einer Porzellanschale auf einem siedenden Wasser- 
bade zur Trockne einengten, den trockenen Riickstand mit 50,0 ccm 
absolutem Alkohol extrahierten, vom Ungelésten abfiltrierten und aus 
dem Filtrat den Alkohol wieder verjagten. Der Riickstand wurde in 
50 cem destillierten Wassers aufgenommen und auf seine Schaumkraft 
untersucht. Dabei zeigte sich, daB ein geringer Teil der Kolloide in 
den Alkohol iibergegangen war. — Die Versuche mit Aceton und Ather, 
die in analoger Weise durchgefiihrt wurden, hatten ein gianzlich nega- 
tives Ergebnis. 

Endlich war es auch von Interesse, ein Urteil tiber die GréBe der 
schaumbildenden Kolloide zu bekommen. Dariiber konnten am besten 
Filtrationsversuche Auskunft geben mit den de Haenschen Membran- 
filtern von verschiedener PorengréBe. Wir verwandten solche von 
der GréBe Nr. 5, 30, 60, 100 und 300. Herrn Prof. Dr. Traube sind 
wir zu ganz besonderem Dank verpflichtet fiir die freundliche Bereit- 
willigkeit, mit der er uns den Filtrationsapparat in seinem Laboratorium 
zur Verfiigung stellte. Die Versuche ergaben, daB schon das Filter Nr. 5 
siimtliche Schaumsubstanzen zuriickhalt. Denn wenn man das Filtrat 
nachher auf seine Schaumfahigkeit untersuchte, ergab sich bei allen 
von uns gepriiften Urinen, daB sie ihr Schaumvermégen vollig eingebibt 
hatten. Demnach miissen die schaumbildenden Kolloide des Harns 
entsprechend der PorengréBe des 05-Membranfilters mindestens die 
GréBe von 1 uw besitzen. 

Wir haben oben gesehen, daB fiir das Zustandekommen des 
Schaumes einer Fliissigkeit Substanzen erforderlich sind, die die Tendenz 
haben, sich an der Oberfliche dieser Flissigkeit anzusammeln. Es 
lag darum der Gedanke nahe, daB die Schaumbildner des Urins in 
irgend einer Beziehung zu seinen oberflichenaktiven Stoffen stehen, 
deren Menge eine recht betrichtliche sein kann, wie wir aus den ein- 
gehenden Untersuchungen von Schemensky'), Bechhold*) u. a. wissen. 


1) Schemensky, diese Zeitschr. 105, 229, 1920. 
2) Bechhold, Miinch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 31. 
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Diese Frage war am einfachsten mit Hilfe des Kaolins zu lésen. Wir 
wissen, daB durch Schiitteln mit Kaolin dem Urin fast alle schaum- 
bildenden Substanzen entzogen werden. Wenn also die Schaumbildung 
mit den Stalagmonen, wie Bechhold die oberflichenaktiven Stoffe des 
Urins nennt, etwas zu tun hatte, so muBten diese durch das Kaolin ebenso 
entfernt werden wie die Schaumbildner, und es muBte der Urin nach 
der Behandlung mit Kaolin eine andere Oberflichenspannung zeigen 
als vor derselben. Wir bestimmten deshalb zunachst im nativen Urin 
die Oberflichenaktivitaét nach Traube einmal durch Feststellung der 
Tropfenzahl und dann zur Kontrolle mit dem Viskostalagmometer 
durch Ermittlung der TropfengréBe. Dabei stellte sich heraus, dab 
nativer Urin, mit Kaolin geschiittelt, dieselbe Oberflichenaktivitit 
zeigt wie vorher. Dasselbe Ergebnis hatten wir auch, wenn wir den 
Urin vorher durch Dialyse von seinen kristalloiden Substanzen befreit 
hatten und dann mit Kaolin ausschiittelten; es zeigten sich keine 
Verainderungen in der Oberflichenaktivitit, obzwar der Urin seine 
Schaumfihigkeit ginzlich verloren hatte. 

Wenngleich schon aus diesen Versuchen mit Sicherheit hervorging, 
daB Schaumbildung und Stalagmone nichts miteinander zu tun hatten, 
so war es doch nicht uninteressant, auch das Verhalten des mit Faserton- 
erde vorbehandelten Urins in der gleichen Weise zu untersuchen. Denn 
es war immerhin méglich, dai die Stalagmone ganz oder zum Teil 
durch Aluminiumoxyd adsorbiert werden, wihrend die Schaum- 
substanzen bekanntlich fast ganz unbeeinfluBt bleiben. Es ergab 
sich jedoch, daB auch nach Vorbehandlung des nativen sowohl wie 
dialysierten Urins mit Fasertonerde die Oberflichenaktivitat sich nicht 
geiindert hatte. Als Beleg fiihren wir je einen Versuch mit Kaolin 
und Fasertonerde an. 

Tabelle VI. 





Normaler Urin Dialysierter Urin 


| d ini Ps : d ini 
Aluminium: Kaolin astte | Aluminium: 


oxy oxyd Kaolin 


nativ 


Tropfenzahl . 97 96 96 92 93 93 
TropfengréBe . 115 117 115 117 114 115 


Auf einen Versuch mit Tierkohle, zu der die Stalagmone des Urins 
eine besondere Affinitaét haben, muBten wir verzichten, da uns Vor- 
versuche gezeigt hatten, daB, wenn man Tierkohle mit Wasser schiittelt, 
schaumbildende Substanzen aus der Kohle in das Wasser tibergehen. 

Nachdem wir uns so tiber das physikalische Verhalten der schaum- 
bildenden Kolloide des Urins orientiert hatten, war es auch von Inter- 
esse, etwas iiber ihre chemische Beschaffenheit in Erfahrung zu bringen. 
Zu diesem Zwecke war es erforderlich, sie aus dem Gemenge der Salze 
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und der anderen im Harne gelésten Kristalloide zu isolieren. Eine 
Méglichkeit hierzu war gegeben durch die groBe Affinitat der Schaum- 
bildner zum Kaolin. Denn wir haben oben gesehen, daB es mit Leichtig- 
keit gelingt, sie durch Schiitteln mit Kaolin dem Urin vollkommen 
zu entziehen. Nun muBte man bedenken, daB die Gesamtmenge der 
Schaumbildner nur eine sehr kleine sein konnte, und daB, wenn man 
sie chemisch analysieren wollte, man ein méglichst groBes Quantum 
zur Verfiigung haben muBte. Dementsprechend gingen wir so vor, 
daB wir 200,0 ccm Urin mit 10 g Kaolin, das wir vorher durch starkes 
Glihen von allen organischen Bestandteilen befreit hatten, einige 
Stunden auf der Schiittelmaschine schiittelten, danach abfiltrierten 
und mehrmals mit destilliertem Wasser nachwuschen, bis im Wasch- 
wasser kein Cl mehr nachweisbar war. Um nun die auf das Kaolin 
niedergeschlagenen Kolloide von dem Sorbens zu trennen, wurde der 
Filterriickstand in 100cem Iproz. Natriumecarbonatlésung  auf- 
geschwemmt, mehrere Stunden unter hiufigem Schiitteln im Wasser- 
bade von 38° C gehalten und dann bis zum nichsten Tage im Eisschrank 
aufbewahrt. Alsdann wurde der alkalische Extrakt von dem Kaolin 
durch scharfes Zentrifugieren getrennt, mit verdiinnter Salzsiure genau 
neutralisiert und nun auf seine Schaumbildung untersucht. Gleich- 
zeitig wurde zur Kontrolle die Schaumfahigkeit einer anderen Soda- 
lésung von gleicher Konzentration, die in der gleichen Weise mit ver- 
diinnter Salzsiure genau neutralisiert war, gepriift. Dabei zeigte sich, 
daB der Extrakt so stark schaumbildend war, daB noch bei 16facher 
Verdiinnung Schaumblischen zu konstatieren waren. Wahrend die 
Kontrolle tiberhaupt keine Spur einer Schaumbildung zeigte. Wir 
durften daraus schlieBen, daB in die Sodalésung ein groBer Teil der 
schaumbildenden Kolloide von dem Kaolin tibergegangen war. In 
einem aliquoten Teile dieses Sodaextraktes bestimmten wir nun nach 
Kjeldahl den Stickstoffgehalt und ermittelten fiir den gesamten Extrakt 
in einem Falle 9,87 mg N, in einem anderen Versuche, den wir in der 
gleichen Weise durchgefihrt hatten, 13,692mg N. Hieraus kénnte 
man den SchluB ziehen, daB die schaumbildenden Kolloide stickstoff- 
haltige Substanzen sind. Diese SchluBfolgerung wire aber nur dann 
zwingend, wenn wir die GewiBheit hitten, daB der sodaalkalische 
Extrakt von organischen Substanzen tatsichlich nur die Kolloide 
und nichts anderes enthielt. Diese GewiBheit fehlt uns aber; denn 
wir wissen nicht, ob nicht das Kaolin neben den Kolloiden noch andere 
Substanzen des Harns adsorbiert hat, die an sich gar nichts mit der 
Schaumbildung zu tun haben und gleichsam nur als Begleitstoffe tiber 
das Kaolin in den alkalischen Extrakt gewandert sind. Solange dieser 
Punkt nicht geklirt ist, méchten wir die Annahme, daB die Kolloide 
stickstoffhaltige Produkte sind, noch fiir unentschieden halten. 
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Im AnschluB an diese Untersuchungen, die der Exforschung des 
Charakters der schaumbildenden Kolloide des Urins galten, beschiftigten 
wir uns auch mit dem Verhalten der Kolloide in pathologischen Harnen. 
Als solche wahiten wir zunichst Urine von Nephritikern. A priori 
war ja zu erwarten, daB die Gegenwart von Eiwe'B im Urin die Schaum. 
kraft ganz erheblich verstarken muB, und daB sie um so gréBer sein 
wiirde, je mehr Eiwei8 sich im Urin findet. Dementsprechend schiumte 
ein EiweiBurin mit einem Albumingehalt von 1,3 Proz. (nach Aufrecht) 
noch bei einer 256fachen Verdiinnung, wahrend ein normaler Urin, 
wie wir oben gesehen haben, im Héchstfalle nur noch bei 16facher 
Verdiinnung Schaumbildung zeigte. Wir sehen also, daB durch die 
Gegenwart von EiweiB die Schaumkraft des Urins um das 16fache 
des normalen Wertes gestiegen war. 

Ein solcher EiweiBurin verhalt sich auch den Sorbentien gegeniiber 
anders als ein normaler. Schiittelt man ihn mit der gleichen Kaolin- 
menge wie einen normalen Urin, so andert sich natiirlich zuniachst 
nichts in der Schaumbildung; wenn man ihn dann aber mit einer 
gréBeren Kaolinmenge noch einmal behandelt, so verliert er wie ein 
normaler Urin seine Schaumkraft. Ein ahnliches Verhalten zeigt er 
der Fasertonerde gegeniiber. Geringe Mengen sind ohne Linflub; 
bei Verwendung gréBerer Mengen aber nimmt die Schaumkraft be- 
trichtlich ab. Dieser Befund konnte zunichst so ausgelegt werden, 
daB bei Nephritis neben dem EiweiB noch negativ geladene Kolloide 
ausgeschieden werden, wie sie sich im normalen Urin nicht finden; 
denn der normale Urin wird durch die Behandlung mit Fasertonerde 
so gut wie gar nicht beeinfluBt. Dieser Erklarung widerspricht aber 
der Kaolinversuch. Denn mit Kaolin gelingt es, den Urin so zu be- 
handeln, daB er seine Schaumfihigkeit vollkommen eingebibt hat. 
Wenn aber neben den vom Kaolin adsorbierten positiven Koiloiden 
noch negative Kolloide vorhanden wiiren, so miiBte ein solcher Urin, 
vorausgesetzt, daB diese negativ geladenen Kolloide Schaumbildner 
sind, auch bei ausgiebiger Ausschiittelung mit Kaolin wenigstens einen 
Teil seiner Schaumkraft beibehalten. Das ist aber, wie wir oben schon 
betont haben, nicht der Fall. Somit kénnen wir aus dem Versuche 
mit Fasertonerde nur schlieBen, daB auch von ihm bei ausgiebiger 
Verwendung ein Teil des EiweiBes adsorbiert wird. 

Wenn man dann weiter einen Nephritisurin durch Erhitzen mit 
Essigsiure von seinem Eiwei8 befreit und ihn dann auf Schaumbildung 
und sein Verhalten gegeniiber Kaolin und Fasertonerde untersucht, so 
unterscheidet er sich in nichts vom normalen Urin. Allerdings zeigt 
er eine weit gréBere Schaumkraft. Dieses Plus aber kann noch bedingt 
sein durch minimale EiweiBmengen, die der Koagulation durch Essig- 
siure entgangen waren. Mit Kaolin gelingt es aber sehr leicht, ihn der 
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schaumbildenden Kolloide zu berauben, und bei der Behandlung mit 
Fasertonerde nimmt die Schaumkraft gleichfalls ab wie bei normalem, 
mit Essigsiure angesiuertem Urin. 

Neben Urin mit reichlichem EiweiBgehalt haben wir noch solche 
Urine untersucht, die bei der Reaktion mit Sulfosalicylsiure nur Spuren 
von EiweiB zeigten. Diese Urine schiumten natiirlich nicht so stark 
wie ein eiweiBreicher Urin, aber immer noch kraftiger als ein normaler 
Urin; sonst aber verhielten sie sich bei der Behandlung mit Kaolin 
bzw. Fasertonerde wie ein normaler Urin. 

Endlich haben wir auch Urine von ausgesprochener Glomerulus- 
erkrankung und auch solche von Nephritiden rein tubulirer Charaktere 
untersucht, haben dabei aber keine Unterschiede zwischen beiden 
gefunden. 

Ferner haben wir auch Urin von anderen Krankheiten auf seine 
Schaumkraft untersucht, so Urine von Diabetikern und von Ikterischen, 
dabei fanden wir ganz regelmaBig, daB beim Ikterusharn die Schaum- 
bildung eine weit starkere war als im normalen, wihrend beim Diabetiker 
die Schaumbildung weit schwicher war. Dies erklirt sich wohl aus 
der abnorm starken Verdiinnung des diabetischen Urins, wahrend der 
Ikterusharn offenbar wegen der beigemengten Galle mehr Kolloide 
als der normale enthalt. In ihrem Verhalten Kaolin und Fasertonerde 
gegeniiber zeigte sich keine Abweichung gegeniiber dem normalen Urin. 


II. Blut. 


SchlieBlich haben wir auch die Bestandteile des Blutes auf ihre 
Schaumkraft untersucht, und zwar zuniichst das Serum. Bei dem 
groBen EiweiBgehalt des Serums war es natiirlich nicht zweckmaBig, 
mit dem unverdiinnten Serum zu arbeiten. Wir machten uns deshalb 
Verdiinnungen in der Weise z. B., daB wir auf 10,0 cem destillierten 
Wassers einen Tropfen Serum gaben und dann den Schiittelversuch 
ausfiihrten. In dieser Weise verglichen wir eine Reihe verschiedener 
Sera und fanden etwa eine Schaumkraft, die der des normalen Urins 
ungefahr entsprach. Wenn wir die Verdiinnung so wiahlten, daB wir 
statt eines Tropfens die fiinffache Menge in 10 ccm Wasser gaben, 
so stieg die Schaumkraft nicht um das Fiinffache, sondern um das 
16- bis 32fache. 

Wir untersuchten nun, wie solche Serumverdiinnungen sich bei 
der Ausschiittelung mit Kaolin und mit Fesertonerde verhalten. Dabei 
zeigte sich, daB bei der Ausschiittelung beide die schaumbildende 
Substanz in gleicher Weise adsorbieren, bisweilen sogar die Adsorption 
durch Fasertonerde noch stiirker ist als durch Kaolin. Wir sehen hier 
also einen prinzipiellen Unterschied zwischen den Kolloiden des Urins 
und denen des Serums: im Urin bleibt die Fasertonerde vollkommen 
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wirkungslos, im Serum wirkt sie nicht nur ebensogut, sondern mitunter 
sogar noch besser als das Kaolin. 

Dieses Uberwiegen der Fasertonerde tiber das Kaolin tritt be 
sonders deutlich in die Erscheinung bei Serum von Nephritikern. Hier 
sehen wir nach Fasertonerde mitunter ein fast voélliges Verschwinden 
der Schaumbildung, wahrend nach Kaolin stets nur eine geringe Ab- 
schwichung zu erzielen ist. Es hat hiernach den Anschein, als wenn 
sich im Serum von Nephritikern Kolloide finden, die eine andere Ladung 
besitzen als die des normalen Serums. 


Tabelle VII. 
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Zum Schlu8 haben wir noch die korpuskularen Elemente des 
Blutes auf ihre Schaumkraft untersucht, indem wir frisches defibriniertes 
Blut scharf zentrifugierten und die abzentrifugierten Blutkérperchen 
durch mehrmaliges Waschen mit 0,85proz. Kochsalzlésung von dem 
anhaftenden Serum befreiten. Danach wurde 1,0 ccm Blutkérperchen 
in 50 ccm destillierten Wassers gelést und mit dieser Lésung einige 
Versuche angestellt. Es zeigte sich, daB die Schaumkraft einer solchen 
Lésung nicht sehr betrachtlich ist: sie bleibt etwas hinter der Schaum- 
kraft des Harns zuriick. Ausschiitteln mit Kaolin und Aluminiumoxyd 
bleibt ohne EinfluB auf die Schaumkraft. Wenn man diese Blutlésung 
mit ein paar Tropfen Essigsiure ansiuert, so nimmt die Schaumkraft 
ganz ungeheuer zu: sie steigt bisweilen um das 32- bis 64fache der 
urspriinglichen Starke und wird in diesem sauren Zustande auch von 
Kaolin und Fasertonerde in maBigem Grade beeinfluBt. Hierbei zeigte 
sich aber kein Unterschied zwischen den beiden Sorbentien. Wenn 
man andererseits die frische Blutlésung mit ein paar Tropfen Sodalésung 
schwach alkalisch macht, so wird auch dadurch die Schaumkraft etwas 
erhéht, aber Kaolin und Fasertonerde sind bei dieser Reaktion ohne 


jeden EinfluB. 
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Zusammenfassung. 

1. Im Urin finden sich schaumbildende Kolloide in grofer Zahl; 
ihre Menge schwankt in mdBigen Grenzen. Im niichternen Zustande sind 
mehr Kolloide enthalten als nach Nahrungsaufnahme. 

2. Die Schaumkolloide des Harns zeigen eine ausgesprochen positive 
Ladung; denn es gelingt durch Schiitteln mit Kaolin, sie aus dem Urin 
vollkommen zu isolieren, wihrend Behandlung mit Aluminiumoxyd ohne 
Einflup ist. 

3. Diese ausgesprochen positive Ladung wird in erster Reihe bedingt 
durch die Gegenwart der Kationen im Urin. Denn wenn man diese durch 
Dialyse entfernt, verlieren die Kolloide fast vollkommen ihre positive 
Ladung und nehmen nahezu amphoteren Charakter an. Das konnte durch 
ihr Verhalten sowohl gegeniiber Sorbentien wie im elektrischen Felde fest- 
gestellt werden. 

4. Durch hohe oder tiefe Temperaturen wird der Charakter dieser 
Kolloide nicht verdndert. 

5. Irgendwelche Beziehungen zwischen ihnen und den Stalagmonen 
des Harns bestehen nicht. 

6. Vermutlich sind die Schaumkolloide stickstoffhaltiger Natur und 
haben eine GréBe von mindestens 1 wu. 

7. Nephritisurin enthdlt entsprechend der in ihm vorhandenen Eiweifp- 
menge weit mehr Schaumkolloide als der normale Urin. Auch der Ikterus- 
harn ist reicher an Kolloiden. 

8. Ganz besonders groB ist ihre Aktivitdt im Serum. Die Serum- 
kolloide zeigen im Gegensatz zu denen des Urins eine vorwiegend negative 
Ladung ; besonders reich an solchen Kolloiden ist das Serum von Nephri 
tikern. 

9. Wdsserige Aufschwemmungen von Blutkdrperchen besitzen nur 
geringe Schaumkraft; nach Ansduern mit Essigsdéure wird dieselbe aber 
gewaltig gesteigert. Kaolin und Fasertonerde beeinflussen sie nur in 


geringem Mafe. 
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Zur Kenntnis der Diastasen. 
Zugleich ein Beitrag zur Frage der Zweienzymtheorie. 
Von 
K. Hizume (Osaka, Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1924.) 


Aus den bisher vorliegenden Untersuchungen scheint auf den 
ersten Blick hervorzugehen, da8 die Diastase kein einheitliches Enzym 
ist, sondern aus mindestens zwei Fermentgruppen zusammengesetzt ist, 
von denen die eine die Starke verfliissigt, die andere die gebildeten 
Dextrine verzuckert. 


Diese zuerst von Cusenier geiuBerte Ansicht hat vielfach ihre Verfechter 
gefunden und ist durch verschiedene Beobachtungen zu stiitzen versucht 


worden. So haben Griitzner') und Bourquelot*) an der Speichelamylase ge- 
zeigt, daB man durch kurzes Erhitzen auf 80° die saccharifizierende Wirkung 
zerstéren kann, wihrend die starkelésende noch zum Teil erhalten bleibt. 
Denselben Befund haben auch Pottevin*®) und spiter Fernbach und Schoen *) 
an der Malzdiastase erhoben. Bei all diesen Beobachtungen mu8 man aber 
beriicksichtigen, daB die verfliissigende Kraft der Amylase noch in ganz 
geringen Quantititen eine deutliche Wirkung zustande bringen kann, 
withrend die verzuckernde von der gleichen GréSenordnung schon nicht 
mehr in die Erscheinung zu treten braucht. Ihre Wirkung ist eben eine 
viel grébere und verlangt eine verhaltnismaBig viel gréBere Fermentmenge, 
auch wenn sie nur Spuren von Zucker abspalten soll. Wahrscheinlich liegen 
hier die Verhaltnisse &hnlich wie beim Lab und Pepsin. Bekanntlich kann 
das Lab schon in so geringen Quantitéten Milch zur Gerinnung bringen, 
in denen Pepsin noch keine Spur einer Wirkung zu aéuBern vermag. Wenn 
man also eine Pepsinlésung erhitzt und feststellt, daB diese Lésung eine 
Fibrinflocke nicht mehr zu lésen vermag, wohl aber noch in geringem 
MaBe befahigt ist, Milch zu koagulieren, so darf man hieraus, wie Pawlow 
betont, nicht den SchluB8 ziehen, daB man das Lab vom Pepsin befreit hat, 
Pepsin und Lab also zwei verschiedene Fermente sind. Der Beweis einer 
Trennung beider Fermente wire erst dann erbracht, wenn es gelinge, eine 
so kraftig wirkende Lablésung herzustellen, wie wir sie sonst nur immer 


1) Griitzner, Pfliigers Arch. 12, 285, 1876. 

*) Bourquelot, C. r. 104, 576, 1881. 

3) Pottevin, Ann. Inst. Pasteur 18, 655, 1899. 
*) Fernbach und Schoen, C. r. 151, 894, 1910. 
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mit Pepsin gepaart anzutreffen pflegen. Das ist Hammarsten spater auch 
gelungen. Dieselbe Forderung miissen wir auch an eine stiirkeverfliissigende 
Fermentlésung stellen, wenn die beiden Fermente voneinander verschieden 
sein sollen. Bisher resultierte aber in siimtlichen Erhitzungsversuchen nur 
eine schwach wirksame Lésung. 

Mehr Beweiskraft fiir die Zweienzymtheorie scheint den Dialysier- 
versuchen von Fraenkel und Hamburg') innezuwohnen. Sie konnten an 
Malzdiastase zeigen, daB es bei nahezu reinen Fermentlésungen gelingt, 
durch Dialyse den verzuckernden Anteil von dem starkeverfliissigenden 
teilweise zu trennen. Wenn sie ihre gereinigte Diastaselésung gegen ge- 
kochtes Brunnenwasser dialysierten, so zeigte sich, ,,daB in das Wasser 
vornehmlich die verzuckernden Diastasen hineingehen, die verfliissigende 
dagegen innerhalb der Dialysiermembran bleibt‘. ,,Wahrend die ver- 
zuckernde Kraft des Membraninhaltes eine in die Augen springende Ab- 
nahme erfuhr, zeigte sich die verfliissigende Kraft desselben véllig unver- 
aindert.‘* Fraenkel und Hamburg haben also mit ihrem Dialysierverfahren 
keine vollkommene Trennung beider Fermentgruppen erreichen kénnen, 
sondern nur eine partielle. Dazu kommt, da8 sich in ihrer Arbeit leider 
keine naheren Angaben dariiber finden, wie die Werte fiir die einzelnen 
Wirkungen ermittelt wurden, bei welcher Reaktion und bei welcher Tem- 
peratur, so da8 die Beurteilung recht schwierig wird. Auch die von Reinitzer*) 
mit der Diastase des Akaziengummis ausgefiihrten Untersuchungen ge- 
statten nicht ohne weiteres einen definitiven Schlu8 auf die Zweienzym- 
theorie. Reinitzer filtrierte eine 8proz. wisserige Lésung des Akaziengummis 
durch ein Pukallfilter und konnte im Filtrat eine schwache stiirke- 
verfliissigende Eigenschaft feststellen, wihrend der Filterriickstand kriftig 
starkelésend und verzuckernd wirkte. 


Den SchluB zu ziehen, wie Reinitzer das tut, daB eine Abtrennung 
des stirkelésenden Enzyms von der Amylasengruppe gelungen ist, 
erscheint uns zum mindesten gewagt. Denn erstens ist die Hauptmenge 
des stirkeverfliissigenden Enzyms im Filterriickstande geblieben und 
der durch das Filter gegangene Anteil so gering, daB er, wie aus den 
mitgeteilten Daten hervorgeht, erst nach 7',tagiger Einwirkung den 
Kleister verfliissigte. Sodann kénnte man auch hier im Hinblick auf 
das, was wir oben tiber das Verhiltnis von starkeverfliissigender zu 
zuckerbildender Kraft der Diastase gezeigt haben, den Ausfall des 
Versuches mit der filtrierten Portion so erklaren, daB neben dem stiarke- 
verfliissigenden Anteil auch eine ganz geringe Menge des verzuckernden 
mit durch das Filter gegangen sein kann, daB diese aber so klein ist, 
daB sie ihre Anwesenheit durch die Bildung von Zucker nicht doku- 
mentieren konnte, zumal ja auch der verfliissigende Anteil eine nur 
aiuBerst schwache Wirkung besaB. 

Wir méchten also ebensowenig den Filtrationsversuch von Reinitzer 
wie den Dialysierversuch von Fraenkel und Hamburg als einwandsfreien 
Beweis fiir die Zweienzymtheorie ansehen. Ein solcher wire unseres 


1) Fraenkel und Hamburg, Hofmeisters Beitr. 8, 389, 1906. 
*) Reinitzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 352, 1909. 
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Erachtens dann erbracht, wenn es gelainge, aus einer Diastaselésung 
einen Teil des zuckerbildenden Anteils so von dem starkeverfliissigenden 
zu trennen, daB er nicht mehr die Fahigkeit besitzt, Stirkekleister zu 
verfliissigen, wohl dagegen aus verfliissigtem Kleister Zucker zu bilden. 
Der anderen Trennung, also den verfliissigenden Anteil von dem ver- 
zuckernden, wiirde nach dem oben Gesagten nur dann absolute Beweis- 
kraft zukommen, wenn eine solche Fermentlésung sehr erhebliche 
verfliissigende Kraft besiBe, eine verzuckernde aber selbst mit den 
empfindlichsten Methoden bei noch so langer Einwirkungsdauer sich 
nicht feststellen lieBe. Bei dieser noch immer unklaren Sachlage schien 
es zweckmaBig, die Frage der Zweienzymtheorie in anderer Richtung 
in Angriff zu nehmen und eventuell einer Lésung niher zu fihren. 

Wir wissen, daB der verzuckernde Anteil der Diastase sich Neutral- 
salzen gegeniiber in ganz bestimmter Weise verhilt. So hat man fest- 
gestellt, daB unter ihnen die Chloride eine besonders bevorzugte Stellung 
einnehmen, indem sie die Diastase stark aktivieren, und zwar sind 
es, wie Wohlgemuth') gezeigt hat, die Chlorionen, welche die Aktivierung 
bedingen. Ein ahnliches, doch nicht so starkes Aktivierungsvermégen 
besitzen die Bromsalze, wahrend die anderen Halogene ohne nennens- 
werten EinfluB sind oder sogar die Diastase hemmen. Ferner hat 
Wohlgemuth*) und spiter Koga*) zeigen kénnen, daB das Serum ganz 
besonders dazu befahigt ist, die Diastase zu aktivieren und daB dieses 
Aktivierungsvermégen zum Teil auf der Gegenwart von Salzen beruht, 
zum Teil aber auch an seine Kolloide gebunden ist. Das alles gilt aber 
nur fiir die tierische Diastase. Die pflanzliche Diastase verhalt sich 
allen diesen Substanzen gegeniiber vollig refraktir. 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. Wohlgemuth habe ich nun 
gepriift, wie die verfliissigende Kraft der Amylase sich Neutralsalzen, 
Saéuren und Alkalien gegeniiber verhalt, ob sich hier irgendwelche 
Differenzen von prinzipieller Bedeutung gegenititber dem verzuckernden 
Anteil der Diastase erkennen lassen, oder ob ein vélliger Parallelismus 
zwischen beiden besteht. 

Von den tierischen Diastasen benutzte ich fiir meine Versuche 
ausschlieBlich die Speicheldiastase, indem ich frisch gewonnenen Speichel 
entweder unverdiinnt oder in zehnfacher Verdiinnung verwandte. Als 
quantitative Methode zur Bestimmung der verfliissigenden Kraft des 
Speichels bediente ich mich des Verfahrens von Pollak*). Dasselbe 
besteht darin, daB man sich zunachst einen dicken, méglichst homogenen 
Starkekleister aus Kartoffelstarke herstellt in der Weise, daB man 

1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 10, 1908. 

*) Derselbe, ebendaselbst 88, 303, 1911. 

3) 1. Koga, ebendaselbst 141, 410, 1923. 

*) Pollak, Wochenschr. f. Brauerei 1903, 8. 595 
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beispielsweise 25g Starke mit etwas Wasser aufschwemmt und das 
Gemisch in 500 com siedendes Wasser eintrigt und unter starkem 
Riihren noch 10 Minuten lang kochen l4Bt. Es ist natiirlich fir den 
Versuch von Wichtigkeit, daB der Kleister méglichst homogen ist. 
Das erreicht man am besten, indem man wiahrend des Siedens stindig 
umrihrt. Nach dem Abkihlen erstarrt der Kleister zu einer zihen 
Masse und muB deshalb vor der Verteilung auf die einzelnen Reagenz- 
gliser gut angewirmt werden. Der Versuch wird dann so ausgefihrt, 
daB man auf eine Reihe von Reagenzglisern absteigende Mengen der 
Fermentlésung gibt und nun zu jedem Glaschen 10 ccm des vorher 
angewiarmten Kleisters zufiigt. Die Verteilung derselben macht keine 
Schwierigkeiten, wenn man stets dieselbe Pipette mit ganz weiter 
Offnung benutzt. Die Glaschen kommen dann auf 30 Minuten in ein 
Wasserbad von 37°C und werden nach Ablauf der Frist auf 5 Minuten 
in Eiswasser gestellt. Danach wird jedem Glaschen ein Tropfen Phenol- 
phthalein und ein Tropfen verdiinnter Natronlauge zugesetzt und nun 
festgestellt, in welchen Glaschen die Starke fliissig geblieben, in welchen 
sie fest geworden ist. Das laBt sich mit Hilfe der Rotfairbung sehr 
leicht erkennen, insofern, als diejenigen Glischen, in denen eine voll- 
kommene Verflissigung der Starke eingetreten ist, eine homogene Rot- 
farbung zeigen, wahrend die mit partieller Verflissigung eine ungleich- 
maBige Verfirbung aufweisen. Als unterste Grenze der Wirksamkeit 
galt dasjenige Glaschen, in welchem der Kleister noch vollkommen 
verfliissigt war, und aus ihm wurde dann die verfliissigende Kraft des 
Speichels in analoger Weise berechnet, wie dies Wohlgemuth fir die 
verzuckernde Kraft angegeben hat. Enthielt z. B. das noch eben wirk- 
same Glaischen 0,025cem Speichel, so berechnete sich fiir 1,0 ccm 
Speichel die verfliissigende Kraft, ausgedriickt durch die Kubikzenti- 
meter Kleister, in folgender Weise: 0,025:10 = 1:2, x ae —_ = 400. 
Hiernach wire die verfliissigende Kraft, deren Wirkung wir mit D, 
bezeichnen wollen unter Angabe der Temperatur und der Zeit, bei 
welcher der Versuch ausgefiihrt wurde, D,3 = 400. Das wiirde heiGen, 
daB 1,0 ccm Speichel imstande ist, innerhalb 30 Minuten bei einer 
Temperatur von 38°C 400 ccm 5proz. Kartoffelkleister zu verfliissigen. 

Auf diese Weise untersuchte ich zuniichst verschiedene Speichel- 
portionen und fand bei ein und derselben Person keine betrachtlichen 
Schwankungen. Bisweilen war vor der Nahrungsaufnahme die ver- 
fliissigende Kraft starker als nachher, stets aber zeigte sich ein absoluter 
Parallelismus zwischen ihr und der verzuckernden Kraft. 

Dann studierte ich den ZinfluB von Halogensalzen auf die ver- 
fliissigende Kraft des Speichels, und zwar verwandte ich fiir die Ver- 
suche NaCl, KCl, NaBr, KBr, KJ und NaJ, NaF. Samtliche Salze 
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wurden, um die Werte untereinander vergleichen zu kénnen, in n/10 
Lésung benutzt. Im einzelnen war die Versuchsanordnung so, dab 
mehrere Reihen von Reagenzgliisern mit absteigenden Mengen zehnfach 
verdiinnten Speichels') beschickt wurden, die zur Kontrolle dienende 
Reihe in jedes Glaschen 1,0 ccm destilliertes Wasser erhielt, die anderen 
Hauptversuchsreihen in jedes Glischen 1,0 com n/10 NaCl bzw. 1,0 cem 
n/10 KCl usw. bekamen und nun der Versuch in der oben beschriebenen 
Weise zu Ende gefiihrt wurde. Dabei stellte sich heraus, daB in der 
Tat die Halogensalze gegeniiber der verfliissigenden Kraft des Speichels 
dasselbe Verhalten zeigen wie gegeniiber der verzuckernden. Die 
Chloride und Bromide aktivieren, wihrend die Jodide und Fluoride 
ohne Einflu8 sind. Bemerkenswert dabei ist, daB die Aktivierung der 
verfliissigenden Kraft durch die Halogensalze eine weit starkere ist 
als die der verzuckernden. Wir begegnen hier stets Wirkungsunter- 
schieden, wie sie bei der verzuckernden Diastase bei einer so kurzen 
Versuchsdauer von 30 Minuten selten beobachtet worden sind. Als 
Beleg fihre ich folgende Versuche an. 


Tabelle I. 
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Aus der Tabelle I ersehen wir, daB im Versuche 1 beispielsweise 
NaCl die Wirkung der Diastase um nicht weniger als das 32fache 
verstirkt, in dem Versuche 3 um das 16fache und im Versuche 2 um 
das 8fache. Dieselbe kraftige Aktivierung wird durch KCI erzielt 
und ebenso durch NaBr und KBr, wihrend n/10 KJ und n/10 NaF 
ohne nennenswerten Effekt waren. 

Sodann untersuchten wir den Hinfluf zweiwertiger Halogensalze, 
und zwar BaCl,, CaCl, und MgCl,. Auch diese Salze lieB ich in 


1) Die Reaktion zehnfach mit Wasser verdiinnten Speichels betrigt 
in allen von uns daraufhin untersuchten Fallen py = 7,1, war also eine 
nahezu neutrale. 
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n/10 Lésungen auf den Speichel einwirken und konnte bei ihnen gleich- 
falls eine starke Aktivierung konstatieren, wie aus der Tabelle II er- 
sichtlich ist. 

Tabelle 11. 
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Wir sehen hier enorme Steigerungen der verfliissigenden Kraft, 
wie sie in dem MaBe bei einer so kurzen Versuchsdauer von 30 Minuten 
nie bei der verzuckernden Kraft des Speichels beobachtet werden. 
Verglichen mit den Werten, die wir bei den einwertigen Halogensalzen 
beobachtet haben, bewegen sie sich in den gleichen GréB®enordnungen. 
Im Anschlu8 hieran priifte ich das Verhalten des Speichels unter dem 
Einflup von verdiinntem Serum. Wir haben schon oben darauf hin- 
gewiesen, daB Serum die tierische Diastase in ihrer verzuckernden 
Kraft ganz erheblich férdert und es lag deshalb nahe, zu vermuten, 
daB auch die verfliissigende Kraft des Speichels von ihm aktiviert 
wird. In der Tat konnte ich das in meinen Versuchen feststellen und 
fibre als Beleg nur je zwei Versuche mit 10- und 100fach verdiinntem 
Serum an. Die Verdiinnungen wurden stets mit destilliertem Wasser 
vorgenommen und daneben Parallelversuche mit 1 proz. NaCl-Lésung 
ausgefihrt. Natiirlich wurde auch stets eine Kontrolle von Serum 
allein ohne Fermentlésung angesetzt, die aber immer ein negatives 
Resultat ergab. 

Entsprechend seinem Verhalten gegeniiber der verzuckernden 
Kraft des Speichels sehen wir das Serum auch den verfliissigenden 
Anteil erheblich verstirken; auch hier tibertrifft die aktivierende Kraft 
des Serums erheblich die des Kochsalzes und es geniigt schon ein Zusatz 
von ganz minimalen Mengen Serum zum Speichel, um diese Wirkung 
zu erzielen. 

Ich habe nun weiter untersucht, wie die verfliissigende Kraft der 
Diastase sich in einem Speichel verhilt, der durch ausgiebige Dialyse 
von seinen Salzen méglichst befreit ist. Wir wissen aus fritheren Arbeiten, 











K. Hizume: 


Labelle III. 
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daB, wenn man Speichel dialysiert, die verzuckernde Kraft bis auf 
einen ganz geringen Anteil inaktiv wird und daB, wenn man die Dialyse 
des Speichels so lange fortsetzt, bis simtliche Salze aus ihm verschwunden 
sind, auch die Diastase nahezu véllig unwirksam wird. Das geht sowohl 
aus den Untersuchungen von Wohlgemuth wie von Michaelis und 
Pechstein') hervor. Es war nun von Interesse zu untersuchen, wie die 
verfliissigende Kraft sich in einem salzfreien Speichel verhilt. 

Zu dem Zwecke wurde frischer Speichel in kleinen Pergament- 
hiilsen (Schleicher und Schiill) gegen flieBendes Wasser bis 3 Tage 
dialysiert unter Zusatz von Toluol und danach auf seine verfliissigende 
Kraft untersucht. Dabei zeigte sich, daB dieselbe zwar an Wirkung 
sehr betrachtlich abgenommen, aber durchaus nicht verschwunden war. 
Man konnte noch deutlich im ersten Glischen der Reihe (1,0 ccm) 
bei der kurzen Versuchsdauer von 30 Minuten eine gute Ver- 
fliissigung beobachten. Selbst wenn ich die Dialyse iiber eine noch 
langere Zeit ausdehnte — in einem Falle dialysierte ich ununterbrochen 
6 Tage —, sah ich niemals ein vélliges Verschwinden der _ ver- 
flissigenden Kraft, waihrend eine verzuckernde Wirkung schon nach 
dreitagiger Dialyse kaum noch zu beobachten war. Ich wiirde es 
nicht fiir gerechtfertigt halten, nun hieraus den Schlu8 zu ziehen, 
daB die verflissigende und die verzuckernde Kraft zwei verschiedene 
Fermente sind. Man kénnte sich den Ausfall des Dialysierversuches 
auch so erklaren, daB die verfliissigende Komponente, wie ich schon 
oben auseinandersetzte, zu ihrer WirkungséuBerung ein so kleines 
Quantum braucht, wie es fiir die verzuckernde nicht mehr ausreicht, 
um so viel reduzierende Substanz zu liefern, daB man diese mit Hilfe 
einer der Reduktionsmethoden erkennen kann. Genau wie bei dem 


1) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 59, 77, 1914. 
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verzuckernden Anteil wirken nun die Halogensalze gegeniber der 
verfliissigenden Komponente im dialysierten Speichel. Wenn man zu 
einem dialysierten Speichel, der seine verfliissigende Kraft bis auf 
einen ganz kleinen Anteil eingebiBt hat, Kochsalzlésung zufiigt, so 
erlangt er nicht nur seine urspriingliche Kraft wieder, sondern sie wird 
noch entsprechend dem héheren NaCl-Gehalt weit tiberholt. Es hat 
sich herausgestellt, daB schon ganz minimale Mengen NaCl geniigen, 
um diese Wirkung zu erzielen. So gelang es mir festzustellen, daB 
noch 1,0 cem n/2000 Kochsalzlésung imstande war, die verfliissigende 
Kraft des Speichels schon deutlich zu verstarken, wie aus der Tabelle IV 
ersichtlich ist. 





Tabeile IV. 
Versuch mit dialysiertem Speichel. 
> - + n/l0 + nfl00 + n{1000 + n/2000 + n/4000 
Rementmenge | | Kentelic NaCl Nee | tNeet NaCl NaCl 
(unverdiinnt) | + 1,0ccm H,O 
10 ccm 1,0 com 1,0 com 1,0 com 1,0 com 
1,0 > a + 
0,5 — + + + 4 ome 
0,25 — + ~ + + — 
0,125 _— 4 : ‘ai 
0,062 — - = — — 
0,032 — - -— -- _- 
0,016 _— +4. me am oe ‘iin 
0,008 as + ‘in a an we 
0,004 _ — — — — — 
D, 38° 10 12800 3200 800 400 10 
v 30’ 7 


Wenn wir die NaCl-Konzentration fir die Reihe berechnen, der 
wir 1,0cem n/2000 NaCl zugesetzt haben und in der wir noch eine 
deutliche Aktivierung konstatieren konnten, so ergibt sich eine solche 
von nur 0,00029 Proz., also nur eine ganz minimale, chemisch kaum 
definierbare Spur. 

Ein gleichzeitig durchgefiihrter Versuch zur Messung der ver- 
zuckernden Kraft mit demselben dialysierten Speichel unter Verwendung 
der gleichen NaCl-Konzentrationen ergab in Ubereinstimmung mit 
Wohlgemuth, daB schon bei einem Zusatz von 1,0 ccm n/1000 NaCl 
bei einer Versuchsdauer von 30 Minuten eine Aktivierung sich nicht 
mehr erkennen lieB. Die Erklarung fiir diese Divergenz dirfte wohl 
darin zu suchen sein, daB die verzuckernde Kraft der Diastase als das 
weniger empfindliche Agens eine gréBere Kochsalzmenge verlangt als 
die empfindsamere verfliissigende Kraft. 

Wenngleich aus allen diesen Versuchen mit groBer Wahrscheinlich- 
keit hervorging, daB bei den bisher untersuchten Neutralsalzen das 
Halogenion der wirksame Faktor war, s0 wollte ich doch auch 
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experimentell feststellen, ob diese Vermutung tatsachlich zutrifft. Der 
beste und bequemste Weg, dies zu erreichen, schien mir der zu sein, 
den Wohlgemuth seinerzeit eingeschlagen hat, um fiir den verzuckernden 
Anteil den Beweis dafiir zu erbringen. Dementsprechend ging ich 
so vor, daB ich zunachst den Einflu6 eines Neutralsalzes priifte, bei 
dem die einzelnen Komponenten sich durch Na und Cl auswechseln 
lieBen. Als solches wihlte ich K,SO, und stellte zuvérderst fest, dab 
dieses Salz ebensowenig auf die stirkeverfliissigende Kraft der Diastase 
wirkt wie auf die verzuckernde. Sedann wurde frischer Speichel mit 
destilliertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt und nun gleichzeitig 
fiinf Versuchsreihen angesetzt. Zur ersten Reihe, die als Kontrolle 
diente, wurde je 1,0 ccm H,O zu jedem Glaschen zugefiigt, zur zweiten 
je 1,0 ccm n/10 K,8O,, zur dritten je 1,0 cem n/10 Na, SO,, zur vierten 
je 1,0ccm n/10 KCl und zur finften je 10ccm n/10 NaCl. Dann 
wurden simtliche Glischen mit je 10ccm 5Sproz. Stiarkekleister be- 
schickt, gut durchgeschiittelt und auf 30 Minuten in ein Wasserbad 
von 38° C gebracht. Nach Ablauf der Frist wurden simtliche finf Reihen 
in Eiswasser gestellt und nun jede Reihe kontrolliert, wie weit die 
Verfliissigung gegangen war. Dabei stellte sich heraus, da8 in der 
zweiten und dritten Reihe also in Gegenwart von K,S0O, und Na, SO, 
die Verflissigung nicht weiter gegangen war als in der Kontrollreihe, 
daB dagegen in den Cl-Reihen die Wirkung ganz gewaltig gesteigert 
war, wie aus der Tabelle V ersichtlich. 
Tabelle V. 
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AuBer den oben genannten Halogensalzen priifte ich noch das 
Verhalten anderer Neutralsalze der verfliissigenden Kraft gegeniiber, und 

zwar NaNO;, NaNO, und KCSN. 

Uber die Wirkung des Natriumnitrats der verzuckernden Kraft 
der Diastase gegeniiber gehen die Ansichten noch auseinander; Wohl- 
gemuth und Bang fanden einen férdernden Einflu8B, wahrend Michaelis 
und Pechstein beim nicht dialysierten eine hemmende, beim salzfreien 


Speichel eine férdernde Wirkung beobachteten. 
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Ich habe zunachst einmal diese Versuche wiederholt und an drei ver- 
schiedenen Speichelportionen den EinfluB NaNO, auf die verzuckernde 
Kraft mit der Methode von Wohlgemuth untersucht. Das Neutralsalz kam 
in einer Konzentration von n/10 Lésung zur Anwendung. Dabei stellte sich 
heraus, daB in einem Falle das Natriumnitrat die Wirkung des Speichels 
um das Doppelte verstirkte, in einem anderen Falle ohne Einflu8 war, 
und in einem dritten Falle die Diastasewirkung etwas hemmte. Man findet 
also die Wirkung dieses Salzes auf die verzuckernde Kraft des Speichels 
schwankend und es ist nicht unwahrscheinlich, daB, wie Michaelis und Pech- 
stein glaubten, der Salzgehalt des Speichels hier von Einflu8 ist. Damit 
wiirde auch iibereinstimmen die Beobachtung von Wohlgemuth, daB, wenn 
man sich aus einem Pankreaspriparat (Pancreatin Rhenania) eine | proz. 
wisserige Lésung herstellt, die so gut wie frei von Salzen ist, und auf diese 
Natriumnitrat einwirken l48t, dann der Effekt ein besonders groSer ist 
Michaelis und Pechstein glauben diese Erscheinung so erkliren zu kénnen, 
daB die Diastase, wie das schon vor ihnen Bang fiir das Kochsalz und die 
Phosphate angenommen hatte, mit dem NaNO, eine salzartige Bindung 
eingeht und auf diese das NaCl weit weniger aktivierend wirkt als in Ab- 
wesenheit von NaNQO,, ja daB, obwohl NaNO, und NaCl jedes fiir sich 
die Diastase stark aktivieren, beide zusammen sich in ihrer férdernden 
Wirkung nicht nur nicht summierten, sondern geradezu schiidigten. Da 
die vorher mitgeteilten Versuche mit nativem Speichel keine befriedigende 
Entscheidung in dieser Frage gebracht hatten, untersuchte ich den Einflu8 
beider Neutralsalze an einer méglichst salzfreien Diastaselésung. 


Als solche verwandte ich, wie das schon Wohlgemuth tat, eine 
lproz. wasserige Lésung eines hochaktiven Pankreaspriparates — 
ich benutzte Pancreatinum activuam von der Firma Briickner und 
Lampe —, durch mehrmaliges Filtrieren bekam ich eine gut wirksame 
wasserklare Liésung, deren Reaktion bei py, = 7,0 lag, also ganz neutral 
war. Mit dieser Lésung setzte ich fiinf Versuchsreihen an. In der 
ersten wurde die Diastase in Abwesenheit eines Salzes bestimmt, in 
der zweiten in Gegenwart von je 1,0 cem n/10 NaCl und in der dritten 
in Gegenwart von je 1,0ccm n/10 NaNO,. Diese drei Reihen dienten 
als Kontrollen. Nun wurde eine Versuchsreihe in der Weise angesetzt, 
daB ich nach der Fermentverteilung zu jedem Glischen zunichst 
1,0 com n/10 NaCl zusetzte, die Reihe 15 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen lie8, dann zu jedem Glischen 1,0 ccm n/10 NaNO, zufiigte und 
dann 5,0 ccm lproz. Starkelésung hinzugab. Gleichzeitig wurde eine 
andere Fermentreihe zuniichst mit 1,0ccem NaNO, nach 15 Minuten 
langem Stehen bei Zimmertemperatur mit je 1,0 ccm n/10 NaCl be- 
schickt und dann 1 proz. Starkelésung zugegeben. In den drei Kontroll- 
reihen wurden die Fliissigkeitsdifferenzen vor dem Zusatz der Starke- 
lésung mit destilliertem Wasser ausgeglichen und dann zu gleicher 
Zeit mit der vierten und fiinften Reihe in ein Wasserbad von 38°C 
gebracht. Nach einstiindigem Verweilen wurde der Versuch unter- 
brochen und in der itiblichen Weise zu Ende gefiihrt. Das Resultat 
teile ich in der Tabelle VI mit. 
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Tabelle VI. 
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Aus der Tabelle VI ersehen wir, daB in beiden Fallen das Gemisch 
von n/10 NaCl + n/10 NaNO, sich in seiner Wirkung nicht nur nicht 
gehemmt hat, wie man nach Michaelis und Pechstein hitte erwarten 
sollen, sondern im Gegenteil erheblich geférdert hat. Besonders stark 
war die Férderung in der Reihe, in der wir zur Fermentlésung zuerst 
das Nitrat, dann das Chlorid zugegeben hatten. — Auch was Michaelis 
und Pechstein beziiglich der Wirksamkeit der einzelnen Komplex- 
verbindungen angeben, trifft nach obigem Versuche jedenfalls nicht 
fiir alle Faille zu. So bildet nach ihnen die Diastase mit NaCl einen 
Cl-Komplex, der extrem stark wirksam ist, mit NaNO, einen Nitrat- 
komplex, der viel weniger wirksam ist. Wir sehen aber, daB die Akti- 
vierung mit NaNO, (Reihe 3) um nichts schlechter ist als mit NaCl 
(Reihe 2), wenn man eine stark verdiinnte Pankreatinlésung zum 
Versuche verwendet. Danach hat es den Anschein, als wenn bei den 
von Michaelis und Pechstein am dialysierten Speichel gemachten 
Beobachtungen auch andere in ihm enthaltene Substanzen, wie z. B. 
das beigemengte Mucin, irgend eine Rolle gespielt haben. 

Ich untersuchte nun die Wirkung von NaN O, auf die verfliissigende 
Kraft des Speichels und konnte in allen Fallen ohne Ausnahme eine 
Aktivierung derselben feststellen; sie betrug das 4- bis 16fache des 
normalen Speichels. Ganz besonders stark war die Aktivierung von 
dialysiertem Speichel, hier beobachtete ich eine Verstirkung sogar 
um das 64fache. 

Sodann priifte ich, ob auch die verfliissigende Kraft durch die 
Gegenwart von NaCl in ihrer Aktivierung durch NaNO, gehemmt 
wird. Ich konnte aber in keinem Falle eine solche konstatieren. Als 
Beleg fiihre ich folgende Versuche mit nativem Speichel an. 

Wir sehen im Falle 3 ein Gleichbleiben der Wirkung, im Falle 2 
sogar eine deutliche Verstirkung. Diese Versuche wurden des éfteren 
durchgefiihrt, aber niemals konnte eine gegenseitige Hemmung der 
Kochsalzwirkung durch NaNC, beobachtet werden. 
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Tabelle VII. 

Kontrolle n/10 NaNO, nf/l0 NaCl n/l0 NaNO, 

Fermentmenge + 10ccem H,O 1,0 com i) 1,0 com + nfl0 NaCl 
i 2 pe he seb eal 3 | 2 3 | 2 3 
0,05 ~ — — i —- y a —- —- 
0,025 ef RB ie Pape gi tpel gf 4 
0,0125 _— = + ~ + ~ i 
0,0062 — — -- = a - + : + 
0,0032 —_ —_ — — oat — os co a. 
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Neben NaNO, wurde auch NaNO, auf seine Wirkung untersucht 
und dabei festgestellt, daB dieses Salz auch aktiviert, aber in weit 
geringerem Grade als NaNO,. Rhodankalium war in jedem Falle 
ohne Einflu8 auf die verfliissigende Kraft des Speichels, sei es, dab 
ich salzhaltigen oder salzfreien Speichel zum Versuche verwandte. 

Beziiglich des Sulfations haben wir bereits oben gesehen, daB es 
bei nicht dialysiertem Speichel keine Aktivierung bedingt. Wenn ich 
es dagegen aut salzfreien Speichel wirken lieB, beobachtete ich jedesmal 
eine nicht unbetrichtliche Verstérkung. Dieser Befund steht in guter 
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Bang und Michaelis und 
Pechstein, die beim dialysierten Speichel eine geringe Beschleunigung 
durch das Sulfat feststellen konnten. 

Alsdann untersuchte ich den Hinfluf von Alkalien und Sduren 
auf die verfliissigende Kraft des Speichels, um festzustellen, ob auch 
sie schon so geringen Mengen gegeniiber empfindlich ist wie verzuckernde 
Kraft. Dabei zeigte sich, daB ihre Empfindlichkeitsgrenze deutlich 
héher liegt, wihrend nach Wohlgemuth noch n/2500 Natriumcarbonat- 
lésung und n/5000 NaOH eine deutliche Hemmung bedingen, habe 
ich bei der verfliissigenden Kraft in dieser Konzentration noch keinen 
hemmenden EinfluB beobachten kénnen. Fir Soda trat ein solcher 
erst bei einer Konzentration von n/500 auf, fir NaOH erst in einer 
Konzentration von n/1000. Dementsprechend war auch der schadigende 
EinfluB von Na,CO, und NaOH kein so intensiver wie bei der ver- 
zuckernden Kraft. 

Ganz analog fielen Versuche aus, die darauf abzielten, festzustellen, 
ob auch gegeniiber verdiinnter Léisung von HCl die verfliissigende 
Kraft weniger empfindlich als die verzuckernde ist. Auch hier waren 
stirkere Konzentrationen erforderlich, sowohl um eine Hemmung, wie 
um eine Schidigung zu bewirken als bei dem verzuckernden Anteil 
der Diastase. 
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Die hier mitgeteilten Versuche waren in der Absicht angestellt, 
zu ermitteln, ob sich zwischen der verzuckernden und verfliissigenden 
Kraft der Diastase irgendwelche prinzipielle Unterschiede beziiglich 
ihres Verhaltens Neutralsalzen, Alkalien und Séuren gegentiber zeigen 
wirden, um auf diese Weise einen Beitrag zu der oben erérterten Frage 
von der Qualitét der Amylase zu liefern. Es hat sich nun ergeben, 
daB ein weitgehender Parallelismus zwischen beiden Fermentwirkungen 
besteht. So haben wir gesehen, daB alle Chloride die verflissigende 
Kraft der Amylase ebenso aktivieren wie die verzuckernde. Es tritt 
hier sogar der aktivierende EinfluB noch starker zutage als bei jener. 
Denn ich habe schon bei ganz kurzer Versuchsdauer Verstaérkungen 
um das 16- bis 32fache beobachtet. Dem entspricht auch der Befund, 
daB NaCl schon in einer so geringen Konzentration die verfliissigende 
Kraft verstarkt, in der bei gleicher Versuchsdauer an der verzuckernden 
noch keine Spur einer Aktivierung zu konstatieren ist. Dieses Verhalten 
darf aber nicht im Sinne einer Differenz bewertet werden, sondern es ist 
nur der Ausdruck dafiir, daB die verfliissigende Kraft ein viel feineres 
Reagens auf das Chlorion ist als die verzuckernde. In diesem Sinne 
muB auch die starke Aktivierung durch das Bromion aufgefaBt werden. 

Weiterhin hat sich gezeigt, daB jodhaltige Neutralsalze ebenso 
ohne EinfluB auf die verfliissigende Kraft sind wie auf die verzuckernde, 
und das gleiche gilt auch fir Fluornatrium. 

NaNO, und NaNO, bewirken wie bei dem verzuckernden so 
auch bei dem verfliissigenden Anteil der Diastase eine erhebliche Ver- 
stirkung, hier noch in weit héherem Grade als bei jener, was wohl 
auch damit zu erklaren ist, daB die verfliissigende Kraft ein weit feineres 
Reagens auf die Nitrationen ist als die verzuckernde. Auch die Sulfate 
zeigten der verfliissigenden Kraft gegeniiber dasselbe Verhalten wie 
der verzuckernden; im nativen Speichel blieben sie wirkungslos, im 
dialysierten aktivierten sie deutlich. 

Beziiglich des Verhaltens Alkalien gegeniiber zeigte auch die ver- 
flissigende Kraft eine groBe Empfindlichkeit, doch war sie nicht ganz 
so groB wie bei der verzuckernden. Das gleiche konnte auch gegeniiber 
der Salzsiiure festgestellt werden. Diese geringe Abweichung erklart 
sich wohl daraus, daB die verfliissigende Kraft nicht ganz so abhingig 
von dem Milieu ist wie die verzuckernde. Das haben ja die Dialysier- 
versuche gezeigt. Denn wenn ich Speichel 6 Tage lang gegen flieBendes 
Wasser dialysierte, war mit der halbstiindigen Methode eine deutliche 
Verfliissigung des Starkekleisters zu beobachten, wihrend eine Ver- 
zuckerung mit der tiblichen Methodik tiberhaupt nicht mehr zu kon- 
statieren war. Sie war aber dann noch nachweisbar, wenn wir die 
Stirkelésung in betrichtlicher Verdiinnung anwandten und den Versuch 
auf 24 Stunden ausdehnten. 
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Es hat sich somit in allen Punkten ein villiger Parallelismus zwischen 
verfliissigender und verzuckernder Kraft ergeben, und es hat sich nichts 
ermitteln lassen, was auf einen prinzipiellen Unterschied zwischen beiden 
Fermentwirkungen hinweist. Trotzdem méchte ich hieraus nicht den 
SchluB ziehen, daB beide Krafte WirkungsiuBerungen ein und desselben 
Ferments sind. Andererseits méchte ich aber betonen, daB der Beweis 
fir eine gegenseitige Unabhingigkeit beider Wirkungen voneinander 
in tiberzeugender Weise bisher noch nicht erbracht ist. Das wirde 
erst dann der Fall sein, wenn es geliinge, den verzuckernden Anteil 
so von dem verfliissigenden zu trennen, da8 er nicht mehr imstande ist, 
Starkekleister zu verfliissigen, wohl aber geléste Starke zu verzuckern. 
Der umgekehrte Weg, den verfliissigenden Anteil so rein darzustellen, 
daB er geléste Starke nicht mehr verzuckert, kann leicht in die Irre 
fihren. Denn hier liegt die Méglichkeit vor, daB die verzuckernde 
Wirkung tibersehen wird, wenn man nicht mit ganz dinner Starkelésung 
arbeitet und die Versuchszeit nicht lang genug wahlt. 


Versuche mit Malzdiastase. 


Im AnschluB an meine Untersuchungen mit menschlicher Diastase 
untersuchte ich das Verhalten der starkeverfliissigenden Kraft einer 
pflanzlichen Diastase und wahlte als solche die des Malzes. Wir wissen 
aus den Untersuchungen von Wohlgemuth und von Koga, daB ein 
prinzipieller Unterschied in dem Verhalten der verzuckernden Kraft 
der pflanzlichen gegeniiber der tierischen Diastase besteht insofern, 
als erstere in keiner Weise von den Halogensalzen aktiviert wird und 
auch Zusatz von Serum zur pflanzlichen Diastase ohne jeden Einflub 
bleibt, waihrend die tierische Diastase in ihrer Wirkung stark aktiviert 
wird. Ich habe oben gezeigt, daB auch die verfliissigende Kraft der 
tierischen Diastase sich ganz analog verhalt, und es war nun von Inter- 
esse, zu ermitteln, wie pflanzliche Diastase in Gegenwart von Halogen- 
salzen wie von Serum Starkekleister verfliissigt. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei dem obigen Versuch. 
Es wurden fiir die Versuche nur die bei tierischer Diastase wirksamsten, 
nimlich NaCl, KCl, NaBr und KBr verwandt. Ich stellte mir zu- 
naichst aus getrocknetem Malz einen 5proz. wiisserigen Extrakt her, 
indem ich 5 g Malz in der Reibeschale fein verrieb, mit 100 com aqua dest. 
anriihrte und einige Zeit bei Zimmertemperatur unter hiufigem Ver- 
reiben stehen lie}. Der Extrakt wurde dann abfiltriert und mit ihm 
eine Kontrollreihe in der Weise angesetzt, daB auf eine Reihe von 
Reagenzglischen absteigende Mengen der Fermentlésung verteilt, zu 
jedem Glaschen 1,0 ccm H, O und dann zu allen je 10 cem 5proz. Starke- 
kleister zugegeben wurden. In den anderen Reihen war die Ferment- 
und Kleisterverteilung die gleiche und variiert wurden nur die Halogen- 
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salze, die ich in einer Konzentration von n/10 iiberall zusetzte. Es 
zeigte sich in keinem einzigen Falle eine Aktivierung der verfliissigenden 
Kraft der Malzdiastase. Auch wenn ich Serum zusetzte, konnte ich 
nicht den geringsten EinfluB konstatieren. 

Ich habe hier also bei der verfliissigenden Kraft der Malzdiastase 
genau das gleiche indifferente Verhalten den Halogensalzen und dem 
Serum gegeniiber beobachtet wie bei der verzuckernden. Wie man 
also bei einer verzuckernden Diastase unbekannter Herkunft mit Hilfe 
eines Halogensalzes, wie z. B. NaCl, KCl usw. oder mit Hilfe von 
Serum in kirzester Frist feststellen kann, ob es sich um eine tierische 
oder pflanzliche Diastase handelt, ebenso kann man das fiir eine Ferment- 
lésung bestimmen, die vorwiegend stirkeverfliissigende Eigenschaft 
besitzt. Dieser Satz bedarf allerdings einer gewissen Einschrinkung 
insofern, als nach der soeben erschienenen Mitteilung von Haehn und 
Schweigart'!) die Kartoffelamylase auch durch Neutralsalze aktiviert 
werden kann. Es wird deshalb die nichste Aufgabe sein, festzustellen, 
welche pflanzliche Diastasen dem Typus der Malzdiastase und welche 
dem Typus der Kartoffelamylase angehéren. 


Widerstand der Diastase gezen Hitze. 


Wahrend ich mich bisher vorwiegend mit dem Verhalten der 
starkeverfliissigenden Kraft der Diastase beschiftigt habe, folgen nun- 
mehr ausschlieBlich Untersuchungen iiber die verzuckernde Wirkung 
der Diastase tierischer sowohl wie pflanzlicher, die sich erstrecken auf 
ihr Verhalten gegentiber hohen Temperaturen in Gegenwart von ver- 
schiedenen Substanzen. 

Als tierische Diastase verwandte ich wiederum die Speicheldiastase. 
Meine Untersuchungen waren zunichst einmal darauf gerichtet, fest- 
zustellen, wie die Gegenwart von Zuckerlésungen auf das Verhalten 
von Diastaselésungen beim Erhitzen wirkt. Aus den Untersuchungen 
von Wohl und Glimm?) wissen wir, daB Zusatz von Zuckerlésungen 
zu Malzdiastase die verzuckernde Kraft derselben beim Erhitzen schiitzt. 
Die gréBte Schutzwirkung weist die Maltose auf, dann folgen Trauben- 
zucker, Invertzucker und Dextrin, die in ihrer Wirkung etwa gleich 
sind, schwacher schiitzt Rohrzucker und am schwiichsten Starke. 

Ich untersuchte nun, ob diese Zuckerarten auch auf tierische 
Diastase beim Erhitzen einen Schutz auszuiiben imstande sind, und 
stellte meine Versuche an mit Rohrzucker, Laivulose, Maltose und 
Glucose, Fiir simtliche Versuche verwandte ich eine 40proz. Zucker- 
lésung und fihrte jeden Versuch so aus, daB ich Speichel und Zucker- 
lésung mischte im Verhiltnis 2:2, 2:4 und 2:8, und als Kontrolle 


1) Haehn und Schweigart, diese Zeitschr. 148, 5/6, 1923. 
2) Wohl und Glimm, ebendaselbst 27, 349, 1910. 
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2ccm Speichel mit den entsprechenden Mengen Wasser versetzte und 
nun sémtliche Portionen zunaichst 60 Minuten auf 60°C erhitzte. In 
einer zweiten Versuchsreihe wurde der gleiche Versuch bei 120 Minuten 
langem Erhitzen auf 60°C ausgefihrt. 

Das Resultat gebe ich zundchst in Form der Tabelle VIII wieder. 





Tabelle VIII. 
oo bei oC 120’ bei 6° C 
Zuckerart SESS — 
Kontrolle 2:2 2:4 2:8 | Kontrolle 2:2 2:4 2:8 
Rohrzucker .. 160 320 320 160 80 320 — 320 
Lavulose. ... 160 320 320 320 80 320 320 160 
160 160 320 320 , ‘ 
Maltose .... 80 640 640 640 80 320 320 320 
Glucose .... 160 320 320 320 40 160 320 320 


Die hier mitgeteilten Zahlen sind so gewonnen, daB das Resultat 
in den einzelnen Versuchsreihen nach der Vorschrift von Wohlgemuth 
(a3) berechnet wurde. Es zeigt sich hier deutlich, daB ebenso wie 
bei der Malzdiastase auch bei der Speichelamylase die einzelnen Zucker- 
arten schiitzend gegen die Zerstérung durch Hitze wirken. Am wirk- 
samsten erwiesen sich die Maltose und Glucose, wahrend die anderen 
in ihrer Schutzwirkung nicht wesentlich untereinander differierten. 
Bisweilen beobachtete ich, daB, wenn die Zucker in besonders starker 
Konzentration zur Anwendung kamen (2:8), die Schutzwirkung an- 
scheinend eher schlechter als besser ausfiel (s. Versuch mit Rohrzucker 
und Lavulose). Das beruht aber vermutlich darauf, daB die Zucker 
in so starker Konzentration die Diastase in ihrer Wirkung bisweilen 
hemmen kénnen. 

Andererseits habe ich gelegentlich die Beobachtung gemacht, 
daB in schwacher Konzentration einzelne Zuckerarten die Diastase 
aktivieren kénnen, und ich iiberlegte, ob nicht Aktivierung wnd Schutz 
vor Hitzezerstérung zwei Faktoren sind, die in naher Beziehung zueinander 
stehen. Wenn diese Vermutung richtig war, so muBten Substanzen, 
welche die Diastase aktivieren, auch imstande sein, dieselbe beim 
Erhitzen vor der Zerstérung zu schiitzen. Es lag nahe, zunichst einmal 
die Wirkung von Kochsalz daraufhin zu untersuchen. 

Ich stellte den Versuch so an, daB ich 1,0 ccm frischen Speichel 
mit 5,0 ccm n/10 NaCl und gleichzeitig zur Kontrolle 1,0 com Speichel 
mit 5,0ccm H,O 30 Minuten lang bei 65°C erhitzte. Danach wurde 
in der Kontrolle das fehlende Kochsalz erginzt und nun in beiden 
Portionen die Diastase in der iblichen Weise bei einer Versuchsdauer 
von 30 Minuten bestimmt. Das Resultat war, daB, wihrend in der 
Kontrolle sich keine Spur von Diastase mehr feststellen lieB, die Koch- 
salzportion noch deutliche Mengen an Diastase aufzuweisen hatte. So 
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betrug der Wert in einem Versuche 43}; = 8, in einem anderen 16: 
in den entsprechenden Kontrollen war der Wert gleich Null. 

Wenn es sich hier um eine GesetzmaBigkeit handelte und dieselbe 
bedingt war durch die Gegenwart des Cl-Ions, so miiBten siamtliche 
Cl-haltigen Neutralsalze einen Schutz beim Erhitzen ausiiben, und 
nicht bloB diese, sondern auch die anderen halogenhaltigen Neutral- 
salze, die férdernd auf die Diastase wirken. Es miiBten also auBer 
NaCl auch KCl, CaCl,, MgCl,, BaCl, und ferner die Bromide schiitzend 
wirken, nicht dagegen KJ; denn Jodkalium wirkt nicht oder nur 
auBerst schwach aktivierend auf die Diastase. 

Alle diese Neutralsalze wurden nun auf ihre schiitzende Kraft 
gegeniiber der Speichelamylase untersucht. Ich ging dabei so vor, 
daB ich 1,0cem Speichel mit der betreffenden Salzlésung, die ich 
stets in einer Konzentration von n/10 anwandte, auf das Sechsfache 
verdiinnte und 30 Minuten lang in einem Wasserbade einer Temperatur 
von 65° C aussetzte. Zur Kontrolle wurde 1,0 cem Speic..el mit 5,0 cem 
destillierten Wassers versetzt und in demselben Wasserbade 30 Minuten 
gehalten. Nach Ablauf der Frist wurde zum Ausgleich der Salzkonzen- 
tration 5,0 cem n/10 der betreffenden Salzlésung der Kontrolle zugesetzt, 
wihrend die Hauptportion zum Ausgleich der Verdiinnung 5,0 com H, O 
erhielt. In beiden Portionen wurde dann die Diastase in der tiblichen 
Weise quantitativ bestimmt. Dabei zeigte sich, da®, wihrend in der 
Kontrolle stets die Diastase vollkommen vernichtet war, die salz- 
haltigen Portionen immer noch betrachtliche Diastasemengen erhielten. 
Die Versuche wurden des éfteren wiederbolt und ergaben stets das 
gleiche Resultat. Ich will mich aber damit begniigen, nur je zwei Ver- 
suche mit jedem Salz hier mitzuteilen. 





Versuch Versuch 
j Neutralsalze Z 
| 1 (a) 2 (a3) sap 1(d3y) 2 (a3) 


Li 


Neutralsalze 


n/l0 NaCl ..| 17% | 88 n/l0BaCl, . 352 
n/l0 KC] .. 176 176 n/l0CaCl, 352 
n/l0 KBr .. 176 88 n/lOMgCl, . . || 352 
n/flOKJ... 0 0 | 





Wir sehen, daB die zweiwertigen Salze starker schiitzen als die 
einwertigen und daB von den zweiwertigen das Calciumsalz die stirkste 
Schutzwirkung ausiibt. Es scheint hiernach, als wenn auch die Kat- 
ionen nicht ohne EinfluB auf die Hitzewirkung sind, und es wiirde 
sich vielleicht verlohnen, einmal in dieser Richtung die Versuche fort- 
zusetzen. 

Die Schutzwirkung von Jodkalium war entsprechend seiner Un- 
fihigkeit, die Diastase zu aktivieren, gleich Null. Diese Schutzversuche 
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habe ich sodann aucl mit dialysiertem Speichel wiederholt und hier 
die gleichen Resultate erhalten wie mit dem nativen Speichel. Solche 
Erhitzungsversuche wurden auch in Gegenwart von stark verdiinntem 
Serum vorgenommen in der Weise, daB 2ccm sechsfach verdiinnter 
Speichel mit 4cem 100fach verdiinntem Serum gemischt und in der 
Kontrolle 2 cem Speichel derselben Verdiinnung mit 4,0 ccm destillierten 
Wassers vereinigt wurden. Beide Portionen wurden 30 Minuten bei 
65°C gehalten und dann auf ihren Diastasegehalt untersucht, nach- 
dem auch die Kontrolle noch die entsprechende Serummenge erhalten 
hatte. Dabei zeigte sich, daB in dem Hauptversuche noch deutliche 
Diastasewirkung festzustellen war, wihrend die Kontrolle védllig 
wirkungslos geworden war. Also auch 100fach verdiinntes Serum 
schiitzt die Diastase vor giinzlicher Zerstérung. Allerdings miissen 
wir bericksichtigen, daB das Serum, selbst wenn es mit Wasser 100fach 
verdiinnt wird, noch als eine kolloidale Lésung angesehen werden muB. 

Von kolloidalen Lésungen wissen wir aber, daB sie einen gewissen 
Schutz fir Ferment vor der Zerstérung bieten. Aber dieser Schutz 
kann nur von einer an Kolloiden reichen Lésung ausgetibt werden. 
Da von einer solchen hier keine Rede sein kann, mu8B man annehmen, 
daB in diesem Falle der Serumaktivator es war, der seine schiitzende 
Wirkung auf die Diastase ausgeiibt hat. 

Wir hatten oben gesehen, daB ebenso wie die Halogensalze und 
das Serum auch NaNO, befiahigt ist, die Diastase zu aktivieren. Es 
war deshalb interessant, das Verhalten auch dieses Salzes beziiglich 
seiner Schutzwirkung auf erhitzten Speichel zu untersuchen. Wenn 
obiger Satz, daB alle aktivierenden Salze gleichzeitig auch schitzend 
auf die Diastase wirken, richtig war, so muBte auch Na N O, die Diastase 
vor ihrer Zerstérung durch Hitze schiitzen. Um jede andere Salz- 
wirkung auszuschalten, verwandte ich fiir diese Versuche Speichel, 
den ich durch mehrtagige Dialyse von seinen Salzen so griindlich wie 
méglich befreit hatte. Dann stellte ich mir eine Mischung von Speichel 
mit n/10 NaNO, im obigen Verbialtnis her, zur Kontrolle eine mit 
Wasser entsprechend verdiinnte Speichelportion und erhitzte beide 
30 Minuten lang bei 65°C. Das Resultat war, daB in beiden Portionen die 
Diastase vollkommen zerstért war. NaNO, ist demnach nicht befahigt, 
die Diastase vor der Hitzeschidigung zu schiitzen, wie z. B. NaCl. Dieser 
Versuch wurde des éfteren wiederholt, stets mit dem gleichen Resultat. 

Wie soll man sich diesen Gegensatz zwischen den beiden Salzen, 
die sich doch in bezug auf ihr Aktivierungsvermégen sehr nahe zu 
stehen scheinen, erkliren ? Eine befriedigende Antwort auf diese Frage 
zu geben, ist sehr schwer, zumal man ja gar nichts weiB sowohl! beziglich 
des Zustandekommens einer Schutzwirkung beim Erhitzen noch be- 
ziglich der inneren Vorgiinge, die sich bei der Aktivierung abspielen. 
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Die von Bang und von Michaelis und Pechstein postulierte Bindung 
der Salze an das Ferment macht die Sachlage keinesfalls klarer, ganz 
abgesehen davon, daB sie durchaus hypothetisch und noch durch 
nichts bewiesen ist. Nehmen wir aber einmal an, daB diese Erklirung 
zutrifft, so kénnten wir fair den vorliegenden Fall das eine jedenfalls 
sagen, daB das Nitration sich zu dem Fermentkomplex anders verhalten 
muB als das Chlorion und das ihm in der Wirkung sehr nahestehende 
Bromion. DaB Cl und Br sich auch sonst in der Zellfunktion gegenseitig 
erganzen kénnen, ist eine bekannte Tatsache. Ich erinnere nur an das 
interessante Experiment von Wohlgemuth') an einem Hunde mit 
Pawlowschem kleinen Magen. Wird ein solches Tier eine Zeitlang 
vollig salzfrei mit griindlich ausgekochtem Fleisch ernahrt, so versiegt 
allmahlich die Magensaftsekretion vollkommen und aus dem Blindsack 
flieBt ein spiarliches schleimiges Sekret, das keine Spur von freier Salz- 
siure mehr enthalt. Wenn man dann dem Hunde in diesem Stadium 
Bromnatriumlésung per os zufiihrt, so ergieBt sich aus dem Blindsack 
wieder ein normales Sekret, das reich an freier Salzsiure ist, ein Beweis, 
daB das in den Zellen fehlende Cl durch Br substituiert werden kann. 
Ebenso habe ich auch in meinem Falle gesehen, daB beim Erhitzungs- 
versuch Cl durch Br ersetzt, dieselbe kraftige Schutzwirkung entfaltet. 
Da im Gegensatz dazu das Nitration sich als ein geradezu schadigender 
Faktor erwiesen hat, miissen wir daraus schlieBen, daB auch die von ihm 
bedingte Aktivierung anderer Art sein muB als die des Cl und des Br. 

Weiterhin war aus dem oben formulierten Satze von der Beziehung 
zwischen Aktivierung und Schutzkraft zu folgern, daB im Gegensatz 
zu tierischer Diastase die Halogensalze ohne EinfluB auf die Erhitzung 
pflanzlicher Diastase sein muBten. Denn da pflanzliche Diastase durch 
die Halogensalze nicht aktiviert wird, durfte sie auch beim Erhitzen 
vor der Vernichtung durch sie nicht geschtitzt werden. Meine Versuche 
stellte ich mit Malzdiastase an, die ich mir stets frisch bereitete, und 
lieB auf sie die einzelnen Salze in der gleichen Weise und in der gleichen 
Konzentration beim Erhitzen einwirken. Ich sah in keinem einzigen 
Falle eine Schutzwirkung auftreten; im Gegenteil, es zeigte sich, dab 
die Gegenwart von all diesen Salzen mehr oder weniger stark schidigend 
auf die Malzdiastase wihrend des Erhitzens wirken. 

So schidigten NaCl und KC! starker als K Br und CaCl, ; besonders 
intensiv war die Schidigung durch NaNO,, wihrend KNO, weniger 
stark wirkte. Auf die Mitteilung von Zahlen méchte ich in Riicksicht 
auf den bemessenen Raum verzichten. Nach AbschluB unserer Ver- 
suche werden wir auf die Arbeit von Ernstrém*) aufmerksam, der den 


1) Wohlgemuth, Arbeiten aus dem pathologischen Institut der Universitat 
Berlin, Festschrift, 1906. 
*) Ernstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1923. 
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Einflu8 allerdings nur von NaCl auf die Hitzebestandigkeit tierischer 
und pflanzlicher Diastase untersucht hat und zu dem gleichen Resultat 
wie wir gekommen. war. 

Zusammenfassung. 

1. Die verjliissigende Kraft der tierischen Diastase wird in der gleichen 
Weise durch Neutralsalze aktiviert wie die verzuckernde. In vorderster 
Reihe stehen die Halogensalze und von diesen wiederum an erster Stelle 
die Chloride und die Bromide, wiihrend die Jodide und Fluoride ohne 
EinfluB sind. Als der wirksame Faktor hat sich das Cl- bzw. Bromion 
erwresen. 

2. Auch mit Wasser auf das 100 fache verdiinntes Serum ist befdhigt, die 
verfliissigende Kraft der Diastase ebenso zu verstarken wie die verzuckernde. 

3. Durch Dialyse des Speichels gelingt es nicht, die verfliissigende 
Kraft vollkommen unwirksam zu machen; es tritt nur eine starke Ab- 
schwichung der Wirkung ein, die aber durch Zusatz von Cl- oder Br-Salzen 
wieder in vollem Umfange und dariiber hinaus zur Entfaltung kommt. 

4. Das Nitration ist ebenso imstande, den verjliissigenden Anteil 
der Diastase zu aktivieren wie den verzuckernden, gleichgiiltig, ob man 
salzhaltigen oder dialysierten Speichel zum Versuche verwendet ; besonders 
intensiv ist seine Wirkung dialysiertem Speichel gegeniiber. Als schwiicher 
wirksam erwies sich das Nitrition. 

5. Das Sulfation ist ohne EinfluB auf nativen Speichel; bei dialy- 
siertem Speichel angewandt, aktiviert es die verfliissigende Kraft ebenso 
wie die verzuckernde. 

6. Alkalien und Sduren gegeniiber zeigt die verfliissigende Kraft 
des Speichels ungefihr das gleiche Verhalien wie die verzuckernde. 

7. Malzdiastase verhdlt sich sdmilichen obigen Salzen gegeniiber 
beziiglich seiner verfliissigenden Kraft ebenso refraktdr wie beziiglich der 
verzuckernden. 

8. Die verzuckernde Kraft der Speichelamylase kann vor der Zer- 
stérung durch Erhitzen geschiita werden durch die Gegenwart von Maltose 
und Glucose, nicht ganz so gut durch Rohrzucker und Liivulose. 

9. Auch NaCl ist imstande, einen wirksamen Schutz auszuiiben 
und ebenso alle anderen Chloride, desgleichen auch die Bromide, nicht 
dagegen die Jodide. 

10. Ebenso ist 100fach verdiinntes Serum imstande, einen Schutz 
vor der Hitze zu gewéhren. 

11. Das Nitration ist dagegen nicht imstande, die Diastase vor der 
Hitzezerstérung zu schiitzen. 

12. Malzdiastase wird durch die Gegenwart von Chloriden und 
Bromiden wéihrend des Erhitzens nicht nur nicht geschiitad, sondern im 
Gegenteil geschiddigt. 














Uber das Verhalten 
von Zuckerarten in verdiinnt alkalischer Lésung. 


I. Mitteilung: 
Die Ursache der Glucoseumlagerung in verdiinnter Kaliumhydroxydlésung. 


Von 
J. Groot. 


(Aus dem Laboratorium fiir chemische Technologie 
der Technischen Hochschule Delft.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1924.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Bekanntlich kann d-Glucose in zwei Formen vorkommen. Wahrend 
aus heiBem Pyridin die §-Form auskristallisiert'), scheidet sich aus wisseriger 
Lésung die «-Form bei niedriger Temperatur aus (und zwar als Hydrat)?). 
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1) R. Behrend, Ann. 377, 220, 1910. 
2) C. Tanret, C. r. 120, 1061, 1895. 
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Schreiben wir d-Glucose als (1)*), so miissen wir der «-Glucose die 
Formel (II) und der 8-Glucose die Formel (111) zuerkennen. 

Wenn man die Glucose, mit der wir gewéhnlich arbeiten, in Wasser 
lést, so ist eine Anderung der optischen Drehung der frischen Lésung zu 
beobachten, namlich eine Abnahme, bis eine bestimmte Rotation zustande 
kommt. Dieser Erscheinung der Mutarotation liegt der Ubergang der 
«-Gtucose in eine Gleichgewichtsmischung von «- und 8-Glucose zugrunde*), 
und dieser Ubergang geht bei Siedehitze schnell vor sich*). Werden kleine 
Mengen Alkali zugegeben, so veranlassen sie eine augenblicklich verlaufende 
Mutarotation*), so daB die gewéhnliche Gleichgewichtsmischung der zwei 
Modifikationen sofort entsteht. Beiliufig sei bemerkt, daB letzteres auch 
der Fall ist, wenn man von §-Glucose ausgeht, und weiter, daB alle so- 
genannten reduzierenden Zuckerarten die Erscheinung der Mutarotation 
aufweisen 5). 

Es wird sich in dieser Abhandlung um Erscheinungen handeln, welche 
auftreten, wenn einer zuvor gekochten Glucoselésung eine KO H-Lésung 
zugegeben worden ist. Es versteht sich, da® alle Anderungen, welche mit 
dem Zucker stattfinden, ihren Ausgangspunkt in der urspriinglichen Gleich- 
gewichtsmischung der «- und £-Glucose haben. 

Es ist eine bekannte Tatsache, daB die Veranderungen, welche Glucose 
in verdiinnter Kalilauge erleidet, zu verschiedenen anderen Hexosen fiihren ; 
diese wurden von Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein 
isoliert*®). Letztere hatten die Verainderungen entdeckt, weil diese von einer 
allmahlichen Rotationsabnahme der Fliissigkeit begleitet wurden’). 

Vorliegende Studie iiber die Ursache der Glucoseumlagerung berulht 
auf meinen Beobachtungen der Drehungs&énderungen §). 


Experimentelier Teil. 
1, Die plétzliche Rotationserniedrigung der Glucose bei Zusatz von Kalilauge. 


Beim Zusammenfiigen einer Glucoselésung und einer verdiinnten 
Kaliumhydroxydlésung ist zu erwarten, daB die Rotation der Mischung 
nicht konstant bleibt, sondern allmahlich abnimmt. Es war bei meinen 
Versuchen auffaillig, daB man kurz nach dem Mischen eine Rotation 


') Vgl. z. B. J.C. Irvine, Journ. Chem. Soc. 123, Trans. 899, 1923. 

2) J. BOeseken, Versi. d. Kon. Akad. v. Wet. Amsterdam 21, 163 — 164, 
1912; 24, 1624— 1625, 1916; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 2621 — 2626, 
1913; Beknopte Scheik. d. Suikers (Delft 1918), 8S. 56—59. 

3) Dubrunfaut, C. r. 28, 42, 1846. 

*) Vgl. B. Tollens und C. Schulze, Ann. 271, 51, 1892. 

5) In dieser Zeitschrift findet sich eine Ubersicht iiber die Mutarotation 
von B. Bleyer und H. Schmidt, 188, 119—122, 1923. 

8) C. A. Lobry de Bruyn und W. Alberda van Ekenstein, Rec, 
d. trav. chim. d. Pays-Bas 14, 162 und 203ff., 1895; 16, 258 und 275ff., 
1897; Versl. d. Kon. Akad. 4, 122, 1895; Ber. 28, 3078— 3079, 1895. 

7) Dieselben, Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas 14, 158, 1895; vgl. auch 
S. 157 und Versl. d. Kon. Akad. 4, 122, 1895. 

8) Uber die de Bruyn-van Ekensteinsche Umlagerung erschien 
eine Ubersicht von L. Kolb, diese Zeitschr. 68, 1—5, 1914. 
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ablas, welche nicht aus der regelmaBigen Abnahme des Drehungs- 
vermégens der Fliissigkeit erklart werden konnte. 

Wenn man die Filiissigkeit im Saccharimeter untersucht, mu8 
man darauf schlieBen, daB das Drehungsvermégen im Abnehmen be- 
griffen ist, das anfingliche Drehungsvermégen aber von der Anwesen- 
heit des Kaliumhydroxyds beeinfluBt wird. War doch dieses kleiner, 
als es sich fir die reine wasserige Glucoselésung berechnen und beob- 
achten 1aBt. 

Tabelle L. 


Rotationsablesungen (bei Zimmertemperatur in 200,0-mm-Roéhren) von 

Mischungen eines Volumens Glucoselésung (Rotation = 42,7° V. fiir die 

genannte Rohrlange) und eines gleichen Volumens KOH-Lésung der an- 
gegebenen Normalitit. 





On | 
te — te |(Wasser) 0,005 n| 0,01 n | 0.025 n 005n 010n 0,15n 0,.25n 0,30n | 0,35n 
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20.9 204 196 189 183 
208 204 196 190 183 
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Es geht aus Tabelle I hervor, daB nach dem Zusammenfiigen 
der gleichen Volumina Glucoselésung und verdiinnter Kalilauge bei 
der ersten Ablesung — also eine Minute nach dem Mischen — die 
Drehung der anwesenden Glucose schon um ein bedeutendes gesunken 
ist. Die darauf folgenden Ablesungen, in den Beispielen jedesmal 
nach einer Minute ausgefiihrt, zeigen nur eine sehr langsame Rotations- 
abnahme. 

Zwar ist bei schwicheren Konzentrationen von KOH die Rotation 
des Zuckers um ein kleines gefallen, aber sie behalt wihrend der Beob- 
achtungszeit den anfinglichen Wert'). 


1) Die von mir benutzte Glucose war reine (meistens anhydrische) 
Glucose und das Kaliumhydroxyd war ein gewéhnliches Mercksches 
Hydroxyd. Vgl. diese Zeitschr. 189, 191 bzw. 194. Es wurde gearbeitet 
in einem Halbschattenapparat mit Ventzkescher Skala und doppeltem 
Quarzkeile von Schmidt und Haensch. 
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Tabelle LL. 

Anfangsrotationen und Rotationserniedrigungen von Kaliumhydroxyd ent- 

haltenden Glucoselésungen (Rohrlange = 200,0mm; Zimmertemperatur). 
Die Glucose fiir sich dreht 21,3° V.; Molaritét = 0,387. 


ou 














[KOH] ro 4 (KOH} rn ‘ {K OH] ro 4 
0.05 n 20.5 O38 0,25 n 18.0 3.3 0.55 n 16,6 47 
0,10 n 19,7 1.6 0,30 n 17,6 3,7 0,65 n 16.6 4.7 
0.15 n 19,1 2,2 0,35 n 17,3 40 0.75 n 16.6 4,7 
0,20 n 18,5 2.8 0,45 n 16,9 44 0.90 n 16.6 47 
_ § 
Fiir noch andere - —------- ; 
Laugekonzentrationen 4} f 
bei der Glucosekonzen- : 
tration von Tabelle I, 89° 
ferner auch fir andere - L 
- i) 
Glucosekonzentrationen, 
ist der EinfluB des ‘N7} 
anwesenden Kalium- i ’ 
hydroxyds untersucht 0 G0 G2 030 QO 050 Q0 0 QM 2h 
. . — > [KOK] Norma/ 


worden. 


. Abb.1. Anderung von 4 mit der KOH~Konzentration fir 
Ich fand die An- eine Glucosekonzentration 0,387 molar. (Rohriange = 200,0 mm; 
Zimmertemperatur). 


fangsrotation der alkali- 


haltigen Flissigkeiten, indem ich médglichst bald nach dem Mischen 
von 10ccm Glucoselésung und 10 ccm Kalilésung die Drehung wihrend 
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Abb. 2. Anderung von 4 mit der KOH~-Konzentration fiir verschiedene 
Glucosekonzentrationen. (Rohriange = 200.0 mm; Zimmertemperatur) 


') Mit [] ist hier die Konzentration itiberhaupt gemeint. 
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der allerersten Stadien der eintretenden Umlagerungsreaktion verfolgte. 
Die Drehung wurde dann auf den Zeitpunkt des Mischens extrapoliert. 
In Tabelle II und Abb.1 sind die Anfangsrotationen (ry) und die 
Rotationserniedrigungen (4) zusammengestellt fiir diejenige Konzen- 
tration, bei der Glucose als solche in einem 200,0-mm-Rohre 21,3° 
Ventzke rotierte. 

Tabelle III. 


Anfangsrotationen und Rotationserniedrigungen von Kaliumhydroxyd ent- 
haltenden Glucoselésungen (Rohrlange = 200,0 mm; Zimmertemperatur). 





Glucosemolaritat = '/, Glucosemolaritat = '/, Glucosemolaritat = '/. Glucosemolaritat = */, 
[KOH] 4 [KOH}) r% 4 {KOH}! 1% 4 [KOH] 1% 
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0,45 n 14,55 3,75 0,60n 
0,50n, 146 38 0,70n 
055n 146 38 O80n 3 
0,60n/145 3,9 090n : 0,85 n 
0,70n 146 38 In 0,.90n : 
0,85n/ 146 38 0,95 n 
In |146 38 In 


] 


22 20 NO 


- 


* 


on 


+ 
* 


o bo to te to to mS ota 
aad - 3 LE Re wae 
@0 G0 Ge Go Ge 


- 


SOSH R eon 


~ 


AANA AA 
ll le nn 
St Ot Or Or Ot Or 


to bo 


Tabelle III enthalt die Angaben fir Glucose-Laugemischungen, 
die 4/,, 4%, 4% und #/, molar an Glucose sind. Fiir 100proz. anhydrische 
Glucose berechnet man die Drehungen der rein wasserigen Lésungen 
auf 9,09, 18,20, 27,34 und 36,52 V. bei einer Temperatur von 17°C). 

In Abb. 2 ist die Erniedrigung der Glucosedrehung als Funktion 
der KOH-Konzentration dargestellt. Von einer bestimmten Kalium- 
hydroxydkonzentration an erreicht J einen konstanten Wert. Die 
Resultate berechtigen zu folgender SchluBfolgerung: Fiir verschie- 
dene Konzentrationen von Glucose nimmt 4 mit der 
KOH-Konzentration zu; der Grenzwert, den J erreicht, 
ist der in der Lésung vorhandenen Glucosemenge etwa 
proportional; er betrigt +7/, der Glucoserotation in 
reinem Wasser. 


1) Berechnet mittels der Tollensschen Formel, vgl. z. B. R. Friihling, 
Rohmaterialien usw. 1916, 8.5, oder B.Tollens, Kurzes Handb. d. 
Kohlenhydrate 1914, 8.175. Fir p wurde aber die Anzahl] Gramme in 
100 cem genommen. 
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2. Die allmahliche Drehungsabnahme einer verdiinnt alkalischen Glusoselésung. 
Wenn man die Drehung einer mit KOH alkalisch gemachten 
Glucoselésung von Minute zu Minute verfolgt, kommt man zu der 
Uberzeugung, daB die Rotationsabnahme sehr regelmaBig fortschreitet, 
und da8 Drehungsschwankungen nicht auftreten. Diese Drehungs- 
abnahme spiegelt die Anderung, welche die Glucose unter dem Einflu8 
des verdiinnten Kaliumhydroxyds erleidet, wider. Abb.3 zeigt 
bei einer bestimmten Glucosekonzentration unter dem EinfluB ver- 
schiedener K O H-Konzentrationen das Bild der Drehungsverminderung 
wahrend eines gewissen 
Zeitverlaufs. Es ist dabei | [HOH] = ON (Masser) 
zu bemerken, daB die Glu- 2 









cosekonzentration diejenige ~___ Gasy 
derTabelle I und derAbb. 1 
ist, und daB deshalb auch < oun 


die Anfangsdrehungen die- 
jenigen der genannten Ta- 
belle und Abbildung sind. 
Werden doch diese An- 
fangsdrehungen kaum ver- 
schieden sein bei 25° oder § 
bei Zimmertemperatur. Fir § 
ein Polarimeterrohr mit > . 
einer rein wisserigen Glu- §5 Vey 
S 
| 


Ly 


coselésung (ein Rohr mit 
nicht ganz gefiillter Seiten- 
tube) wurden  folgende 
Drehungen gefunden: bei F , , j 
Srcerv.;tisec 9° law ~~ = ~~ ™ 
42,8°V.; bei 5,0°C 42,9°V. Abb.3. Die allmahliche Drehungsabnahme einer 0,387 
Das heift, man findet hier """"Qtchriange 200mm; Temperatur 230°C) 
so geringe Unterschiede, daB 
sie aus dem Dilatationsvermégen der Flissigkeit erklart werden kénnen. 
Die Versuche wurden ausgefihrt in Mantelréhren von 200,0 mm 
Lange’). Aus der gréBeren Neigung der Linien bei gréBerer Lauge- 
konzentration schlieBt man, daB die Geschwindigkeit, mit welcher 
die Rotation abnimmt, um so gréBer ist, je mehr KOH in der Lésung 
anwesend ist. Wenn aber die KOH-Konzentration so groB geworden 
ist, daB fir die anfingliche Rotationserniedrigung der Grenzwert 
erreicht ist (von + n/2 KOH an), wird zugleich eine gleiche Drehungs- 








1) Die Arbeitsweise war im wesentlichen die in dieser Zeitschr. 137, 
519 und 520 beschriebene; vgl. auch 139, 191. 
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abnahme mit der Zeit gefunden. Mit anderen Worten: die Geschwin- 
digkeit der Drehungsabnahme nimmt mit wachsendem J 
zu, bis sie einen Grenzwert erreicht, wenn die anfaingliche 
Drehung minimal ist und J also den gréBten Wert hat. 


3. Die Umwandlung der Glucose, welche der Rotationsabnahme zugrunde liegt. 

Die optische Drehung der kalihaltigen Glucoselésungen nimmt 
allmahlich ab, bis eine praktisch inaktive Flissigkeit entstanden ist). 
SchlieBlich kann man geringe Linksdrehungen beobachten?). Welche 
Anderung es ist, die die Glucose wihrend des auBerlich wahrnehmbaren 
Strebens zur Inaktivation erleidet, ist mir einstweilen noch nicht in 
Einzelheiten klar. Fortgesetzte Untersuchungen werden dies erhellen 
miissen. 

(Fir untenstehendes ist die Mitteilung wichtig, daB ich in einer 
Reaktionsmischung, welche allmahlich eine schwach negative Drehung 
erhalten hatte, eine von PreBhefe unvergiirbare Zuckerart konstatierte, 
die mutmaBlich Fehlingsche Lésung ziemlich schwer reduziert.) 

Der Standpunkt, auf den meine Untersuchungen mich zu stellen 
nétigen, ist der, daB in den Glucoselésungen, welche in bezug auf 
KOH verdiinnt sind und_ welche sich inaktivieren, Anderungen auf- 
treten, die nicht die Totalmenge Zucker, wohl aber die Art des 
Zuckers betreffen. 

Zuerst habe ich nimlich die Frage zu lésen versucht, inwiefern 
die zu beobachtende Drehungsabnahme das Stadium wiedergibt, das 
die Reaktion erreicht hat. Ich stellte einen Versuch an, um fir drei 
verschiedene Reaktionsmischungen den beobachteten Prozentsatz der 
urspriinglichen Drehung, die zu jeder Lésung gehérte, mit dem des 
urspriinglichen Reduktionsvermégens zu vergleichen. Das Reduktions- 
vermégen wurde gefunden, indem ich es einigemal fiir eine Menge 
feststellte, die + */,ccem der Reaktionsmischung betrug und nach 
vorheriger Verdiinnung abgemessen wurde. Die alkalischen Zucker- 
lésungen standen in geschlossenen Flischchen im Thermostaten bei 

_ 25°C; die Bestimmungen wurden nach Fehling-Lehmann-Schoor! 
ausgefiihrt). 

Das urspriingliche Reduktionsvermégen wurde fiir eine Mischung 
einer Glucoselésung mit einem gleichen Volumen Wasser festgestellt, 
wiahrend die Reaktionsmischungen aus der Glucoselésung und einem 
gleichen Volumen einer KOH-Lésung bereitet wurden. 


1) Vgl. auch de Bruyn und van Ekenstein, Rec. d. trav. chim. d. 
Pays-Bas. 14, 163. 

2) Diese Zeitschr. 189, 191, FuGnote 1. 

3) Chem. Weekblad 9, 687, 1912; 12, 482 ,1915; vgl. A. W. van der 
Haar, Nachweis, Trennung und Bestimmung der Monosaccharide, 8. 119 
bis 122; Beriin 1920. 
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Die urspriinglichen Drehungen der Flissigkeiten wurden einzeln 
bestimmt, wie schon in § 1 beschrieben wurde. Wahrend der Reaktion 
wurden die Rotationen beobachtet, indem ein Polarimeterrohr von 
200,0 mm (bei den dunklen Flissigkeiten von 100,0 mm) mit der Flissig- 
keit gefillt und die Drehung abgelesen wurde, ohne das Rohr ganz 
abkihlen zu lassen. 10 ccm des Rohrinhaltes wurden dann abpipettiert, 
um eine verdiinnte Lésung zur Bestimmung des reduzierenden Ver- 
mégens herzustellen. 

Tabelle IV. 


Die Anderung des Reduktionsvermégens einer Kaliumhydroxyd ent- 
haltenden Glucoselésung (Reaktionstemperatur = 25° C). 





. o> Se zs 2. ia 2 * ° 
2 s & % E3 Ee ec é s+ 2S 
Zusammen- 2 2a? se Sy e2 gs se $3. $23 33% 
‘ 5&8 SSS £9552 e243 ass £Fe 2O8 sed sed 
setzung ssv to eee = 223 | § ee e>2 $25 gat Sat 
dee = «gg? Sse (SESE G29 Efe 82 Ect | ee | ee2 

‘ 3 = e] 2 
Piimigkeit, «Bee grat! go aS aE 24" | 238 28? 
#sR [“+Es int [ae lod [“s [“N |SN” 
Gleiche Vol 0 +2555 572 622 588 100 100 108.7 1028 
cies tench 1, +252 | 57,0 62,0 58,7 98,6 , 99,7 1084 1026 
Glucoses 10°, +1475 56,7 61,7 5&4) 57,7 99,1 107,8) 102,1 
Pap od | 582 + 12 54.0 58.7 554 47 944 1026 969 
. 72 |— 04 519 566 533 — 9,7 990 932 
+ 22,2 57.2 62.2 588 100 100 1087 1028 
Sisn wot | Me +216 | 56.9 61,9 586 | 97,3) 995 1082 1024 
Glucose. 3 | +137 56.9 618 585 61,7 995 1080 1023 
Wsunguod | 18 + 06 | 543 | 591 | 558) 27 M9 1088 975 
: 25 (mu dence! | 505 550) 518' — 883 92 96 

geta 


mina '/)mol. 2 + 15,5 56,9 619 586 71,7 995 1082 1024 

ae 1S + 1 50,7 | 552 520 65 886 95 909 

17m KOH| 25 dunkel| 444 | 485 45,6) — 77,6 848 79,7 
geta 


Glib Vale 0 +216 572 622 588 100 100 1087 1028 


Tabelle IV gibt eine Ubersicht der Ergebnisse. Die Lésung, 
welche KOH mit einer Normalitat 0,15 enthielt, hatte nach 72 Stunden 
eine gelbe Farbe angenommen und zeigte nach 534, Stunden nur 
4,7 Proz. der urspriinglichen Drehung. In diesem Zeitpunkte ist das 
Reduktionsvermégen nur so wenig zuriickgegangen, daB diese Ab- 
nahme durch Umlagerung der Glucose in andere Zuckerarten ent- 
standen sein kann. Zur guten Ubersicht ist das Reduktionsvermégen 
auf das entsprechende Gewicht an Glucose, Fructose und Mannose 
zuriickgefihrt. Nach 72 Stunden kénnte man ein Verschwinden der 
reduzierenden Zucker in Betracht ziehen. 

Nach 13 Stunden drehte die Lésung, welche n/2 an KOH war, 
nur um 2,7 Proz. des urspriinglichen Betrages. Auch jetzt ist an einen 
stattgefundenen wechselseitigen Ubergang der reduzierenden Zucker- 
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arten zu denken; die Verminderung des Reduktionsvermégens der 
Reaktionsflissigkeit ist dadurch erklirlich. Nach 25 Stunden war die 
Flissigkeit braun gefarbt und das reduzierende Vermégen wesentlicher 
zurickgegangen. 

Dort, wo mehr KOH anwesend war, namlich zu 0,85n, kon- 
statierte ich nach 12 Stunden einen Rotationsriickgang bis auf 6,5 Proz., 
und wieder wire an eine teilweise Zerstérung des Zuckers als reduzieren- 
den Stoffes zu denken. Um so eher kime man dazu nach einer Ein- 
wirkung von 25 Stunden; die Lésung sah dann dunkelbraun aus. 

Ich mache auf die eingeklammerte Bemerkung auf 8.78 auf- 
merksam und gelange zu folgender SchluBfolgerung: Es findet waihrend 
des regelmaBigen Strebens zur Inaktivation der Fliissigkeiten nur eine 
Umlagerung in andere Zuckerarten (Hexosen) statt. Die allmahliche 
Drehungsabnahme der Glucose in verdiinnten Kalium- 
hydroxydlésungen spiegelt die de Bruyn-van Ekenstein- 
sche Reaktion wider. 


4. Die Geschwindigkeit der Umlagerung von Glucose in andere Zuckerarten 
unter dem EinfluB von KOH. 

Fir meine Uberzeugung, daB die Glucose sich unter dem Einflu8 
von verdiinntem Kaliumhydroxyd auf regelmaiBige Weise in eine 
inaktive Mischung von Monosacchariden (Hexosen) umlagert, kann 
ich keinen direkten Beweis anfiihren. Hoffentlich werde ich spiter 
den experimentellen Beweis liefern kénnen. Die in groBem UberschuB 
von Wasser stattfindende Umwandlung des Rohrzuckers in Invert- 
zucker unter Saureeinflu8 zeigt das Bild einer monomolekularen Reak- 
tion, die kinetisch leicht mittels der Rotationsinderung der Flissigkeit 
zu verfolgen ist. 

Wenn die Reaktionskonstante & ist, so kann man, um die In- 
versionsgeschwindigkeit festzustellen, z. B. schreiben: 

1) — Teo 


104 
K = 10*.04343k = logy, 
t, —t, Tn — Tee 
wobei ¢ die Beobachtungsmomente und r die beobachteten Rotationen 
sind !). 

Von der von Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein 
entdeckten Umlagerungsreaktion der Glucose in verdiinnter Kalilauge 
habe ich die Geschwindigkeit mittels der Formel 

104 r; 
vadiona tat lOBio 


gemessen *). 


1) Diese Zeitschr. 187, 519. 
2) Vgl. auch ebendaselbst 139, 191 — 193. 
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Dabei ging ich von der Voraussetzung aus, daB 1. die Anderung, 
die der Rotationserniedrigung J zugrunde liegt, sich den Quantitaéten 
gemaB auf die nicht umgelagerte Glucose und die Umlagerungsprodukte 
verteilt; und daB 2. die Glucose, trotz der Konzentrationsinderung 
wahrend der Reaktion, ihr spezifisches Drehungsvermégen unverindert 
beibehalt wegen der Anwesenheit der entstandenen anderen Zucker, 
wodurch die Totalkonzentration an Zucker unverindert bleibt. 

So betrachtet, schreibt man statt 


“ee l a urspriingliche Glucosemenge 
t umlagerungsfahige Glucosemenge 
10° +< 
kK = log ats = ” log 0 oder : log ai 
é, —t, saa Tr A t, — to To t, —t, Tr 


"o 


Die Tabelle V zeigt einige Ergebnisse der Geschwindigkeits- 
messungen. Sie wurden ausgefihrt bei 25,0°C fiir Flissigkeiten, die 
m/2 an Glucose waren und KOH in verschiedenen Konzentrationen 
enthielten. Es wurden 10cem Glucoselésung und 10 ccm verdiinnter 
Kalilauge gemischt, und die Mischung wurde in einer Mantelréhre in 
den Thermostaten gestellt. Die Reaktionen sind méglichst weit fort- 
gesetzt worden. 

Bei naherer Betrachtung der Tabelle wird man die Konstanz von K 
bemerken. Indem man sich in der hier beschriebenen Weise eine gute 
Vorstellung von der Reaktionsgeschwindigkeit zu bilden vermag, 
stiitzen die Ergebnisse die Ansicht, daB die Glucose 
waihrend der Reaktion in verdiinnter Kalilauge regel- 
maBig in eine inaktive Mischung von Monosacchariden — 
zu denen auch Glucose gehért — tiibergeht und daB diese 
Reaktion monomolekular verlauft. 


5. Die Umlagerungsgeschwindigkeit der Glucose bei verschiedenen 
Konzentrationen von KOH. 
Uber diesen Gegenstand habe ich, wenn auch in anderem Zu- 
sammenhang, schon friher etwas mitgeteilt. Unter Hinweis auf meinen 
vorigen Aufsatz') kann ich mich hier kurz fassen. 


Tabelle VI. 


Geschwindigkeitskonstanten fiir eine 0,387 m Glucoselésung bei 
verschie lenen Aikalitéten (Temperatur = 25,0° C). 


(KOH)... . 0,05n 0,10n 0,150 0,20n 0,25n 0,30n 0,35n 0,40n 
ES SP ee 1,6 3,2 4.8 6,4 8,0 9,6 11,1 12,0 
(KOH). .. .0,45n 0,50n 0,55n 0,60n 0,65n 0,70n 0,75n 

eS 12,56 12,8 12,8 128 13,8 12,8 12,8 


1) Diese Zeitschr. 189, 188, 1923; namentlich S. 192— 194. 
Biochemische Zeitschrift Band 146. 6 
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Verhalten der Zuckerarten in verdiinnt alkalischer Lésung. I. 83 


Ich gebe jetzt in Tabelle VI und in Abb. 4 die Resultate von 
Versuchen, die fiir eine bestimmte Glucosekonzentration und fiir 
wechselnde Laugekonzentrationen ausgefihrt sind. Sie deckten den 
Zusammenhang zwischen K und der KOH-Konzentration auf. Diese 
Versuche sind mit nicht eigens gereinigtem KOH ausgefihrt und 
dienten friiher zur vorliufigen Orientierung. Sie wurden in duplo 
ausgefiihrt, in Mantelréhren bei 25,0°C. Diese Polarisationsrébren 
waren mit einer Mischung, aus 10ccm einer Glucoselésung und aus 
10 cem verdiinnter Kalilauge von verschiedener Normalitat hergestellt, 
gefillt. Die Molaritét der erwaihnten Glucoselésung war immer 0,774; 
ihre Drehung 42,7° V. 
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Abb. 4. Anderung von K mit der KOH+Konzentration fir cine 
Glucosekonzentration 0,387 molar. (Temperatur 25,0°C.) 


Seitdem habe ich diese Messungen auf héhere KOH-Konzen- 
trationen ausgedehnt, und in Abb. 3 (§ 2) habe ich die Ergebnisse 
schon auf andere Weise als in Abb. 4 abbilden kénnen. 


Wihrend fiir die schwacheren Laugekonzentrationen K der Kon- 
zentration proportional ist, tritt bei den starkeren eine Abweichung 
dieser Proportionalitét hervor. Findet man doch in diesen Fallen 
fir K einen kleineren Wert, als nach der Proportionalitiat folgen wiirde. 
Bei zunehmender K O H-Konzentration erreicht K sogar einen Maximal- 
wert, was nach den SchluBsitzen von § 2 und § 3 nicht wundernimmt. 


Nun ist bemerkenswert, daB der Maximalwert K = 12,8 beim 
Fortbestehen der Proportionalitét zwischen K und [KOH] erreicht 
sein wiirde bei der Laugekonzentration, bei der 1 Mol KOH auf | Mol 
C,H,,0, einwirken kann. In dieser Hinsicht weist die graphische 
Abbildung nur eine unbedeutende Abweichung auf. 


6* 























J. Groot: 


Wenn N die Normalitét von KOH und M die Molaritat der Glucose 
in der Flissigkeit vorstellt, so kénnte man die Proportionalitat 


N, also K = 33,1 N berechnen, wiah- 
12,8 
0,395 


12.8 12.8 
: N <j => are 
ue oder © = o5e7 


rend die Graphik eine Proportionalitat K = 


als K — 


N, also K = 32,4N 
zeigt. 
Man konstatiert also eine maximale Umlagerungs- 


geschwindigkeit in den Fallen, wo tatsiachlich eine mole- 
kulare Menge KOH auf die Glucose einwirkt. 


6. Die Umlagerungsgeschwindigkeit der Glucose bei wechselnder 
KOH-Konzentration und verschiedenen Zuckerkonzentrationen. 

Letzteres gilt auch bei anderen Glucosekonzentrationen. 

Die Anderung der Umlagerungskonstante K mit zunehmender 
Konzentration an KOH ist fiir Konzentrationen von 3, 6, 9 und 12g 
Glucose pro 100 ccm (bzw. #/,, 4%, % und 2/, molar) bestimmt worden. 

Jedesmal wurden 10ccm Glucoselésung, wovon die Drehung 
bzw. 18,3, 36,8, 55,5 und 74,1°V. betrug, mit l0cem einer KOH- 
Lésung von bekannter Normalitit gemischt. Nachdem die Flissigkeit 
in eine gewéhnliche Polarimeterréhre von 2 dm?) eingefillt war, wurde 
diese Réhre bei 25,0° C in den Thermostaten gestellt. Nach +15 Min., 
+3 Stunden und +4 Stunden wurde die Drehung abgelesen, worauf 
ich von den zwei berechneten Werten fiir K das Mittel nahm. (Man 
ist in dieser Weise bei stark auseinanderge>~nden Laugekonzentrationen 
praktisch unabhingig von eventuellen Nebeneinfliissen auf die ge- 
messene Geschwindigkeit. Dann berechnet man namlich gut vergleich- 
bare Reaktionskonstanten. Dieser Gedankengang wird durch die 
Daten der Tabelle V gestiitzt.) 

Tabelle VII enthalt die Ergebnisse fir die vier Glucosekonzen- 
trationen und fiir Larvekonzentrationen von 0 bis 1 n. 

Deutlicher sind diese Resultate in der graphischen Vorstellung 
Abb. 5 zusammengebracht. 

Der Maximalwert von K ist fiir die vier Glucosekonzentrationen 
fast derselbe : 


Immer wiirde dieses Maximum erreicht sein bei Anwesenheit 
von 1 Mol KOH auf 1 Mol Glucose, wenn keine Abweichung der Pro- 


1) Diese Zeitschr. 189, 196. 
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Tabelle VII. 


Geschwindigkeitskonstanten fiir vier verschiedene Glucosekonzentrationen 


bei wechselnden Alkalitaten (Versuchstemperatur 


25,0° C). 
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|KOH] 


0,05 n 
0,075n 
010n 
0,125n 
0,15 n 
0,175n 
0,20 n 
0,25 n 
030n 
0,35 n 
040 n 
0,45 n 
0,50-n 
0,55 n 
0,60 n 
0,65 n 
0.70 n 
0,75 n 
0,80 n 
0,85 n 
0,90 n 


In 


i 9 
1/emolare Glucose: 


losung losung 
3 St. | 4 St. Mittel 3 St. | 4 St. | Mittel 
K K K K | Kk Kk 
3,16; 3,23; 3,2) 1,71) 1,85) 1,8 
5,28 5,09) 5,2 
6,52 688) 6,7 3,67) 3,78) 3,7 
7,71) 7,97) 7,8 
9,02 950 93 557 5,69 5,6 
100 10,2 10,1 
111) 11,1 111 7,40) 7,19 7,3 
119 12,1 120 8,70; 891 88 
125 12.7 126 103 102 103 
122 130 126 112 115 114 
12,77 | 12,72| 12,7 12,0 (12,3 | 12,2 
126 (12,8 | 12,7 122 126 | 124 
12,68 12,58 126 126 129 128 
12.7 128 128 
12,31 12,38; 123 12,7 129 12,8 
11,9 12,2 | 121/126 |'12,65) 126 
119 120 1290 
Mr 
12 
” 
& 
x 
36 
S 
ey 
. 
S; 
[FA > 
0 00 G0 G0 QW 
—>~[K0H] 





1/,molare Glucoses 








3 St. 
K 


1,32 
2,42 
3,93 


5,20 
7,75) 


8,68 


10,8 
11,7 
12,3 


12,8 
12,8 
12,8 
12,7 


12,4 


12,0 


| _ 
4 St. | Mittel| 3 St. 4 St. | Mittel 
K wi Kk K kK 


1,31 
2,47 
3,93 


7,79 
8,89 


11,1 
119 
12,5 


12,7 
13,0 
12,9 
12,9 


12,9 


12,3 


1/>molare Glucoses 
lésung i 


13 
2.4 
3,9 
5,2 


7,8 
88 


11,0 
118 
12,4 


12,8 
12,9 
12.9 
12,8 
12,7 


12,2 


G30 G60 GH GRO GH 


2/,molare Glucose- 


0,90 
1,86 
2,89 


3,82 
4,86 
5,83 
6,87 
8,06 
8,81 
987 
10,67 


11,66 
12,19 
1251 
12,80 
12,77 
12.77 


12,61 





100 
Narma/ 


0,94 
1,92 
2,96 


3,84 
4.89 


Abb. 5. Anderung von K mit der KOH-+Konzentration fir Glucoselésungen, 
welche bzw. 'g, Ys, fy und 2/3 molar sind. (Versuchstemperatur 25,0°C.) 


0,9 
1,9 
2,9 


38 
49 
59 
6,9 
8.0 
8.8 
99 

10,7 


11,8 
12,3 
12,6 
12,8 
12,8 
12,9 


portionalitat zwischen K und [KOH] bei den verhiltnismaBig groBen 
Laugekonzentrationen gefunden wiirde. 
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Im allgemeinen, wenn M = die Molaritat der Lésung an Glucose. 
kann — insofern eine Proportionalitat besteht zwischen K und der 


‘ . ; Se 
Laugenormalitat N — geschrieben werden: K = 7; N (bei 25,0°C). 


Von dieser Regel treten nur kleine experimentelle Abweichungen auf 
(vgl. auch den vorigen Paragraphen). Wo wirklich eine mole- 
kulare Menge KOH auf die Glucose einwirkt, findet man ein 
K nue, Gas von der urspringlichen Glucosekonzentration 
unabhangig ist. 


Theoretischer Teil. 


Von der katalytischen Rohrzuckerinversion in salzsaurer Lésung kann 
man sich einen Begriff bilden, wenn man sich die Reaktion als eine Folge 
von ZusammenstéBen von Saccharosemolekeln und Wasserstoffionen oder 
Chlorwasserstoffmolekeln vorstellt. 


Wahrend die Salzsiure sich chemisch nicht andert, wird die Saccharose 
unter Wasseraufnahme in Dextrose und Lavulose umgewandelt, wobei 
sich das Drehungsvermégen umkehrt. 


Eine kleine Menge HC! ist imstande, eine groBe Menge Rohrzucker 
vollig zu invertieren, und mit steigender Salzsiturekonzentration nimmt 
die Inversionsgeschwindigkeit fiir eine bestimmte Zuckerkonzentration fast 
unbeschrankt zu. 


Es besteht aber keine Proportionalitat zwischen der Inversionsgeschwin- 
digkeit und der Salzsiturekonzentration, und man hat die Tatsache, daB die 
Geschwindigkeit stairker zunimmt als die Saéurekonzentration, dadurch 
erklart, daB man den Wasserstoffionen und den ungespaltenen Chlor- 
wasserstoffmolekeln einen verschiedenen katalytischen Effekt zuerkannte. 
Bei einer gleichen HCl-Konzentration in Saccharoselésungen mit wechseln - 
dem Zuckergehalt wird — abgesehen von dem Eigenvolumen des Zuckers 
d.e ZusammenstoBwahrscheinlichkeit proportional der Zuckerkonzentration 
zunehmen ; dadurch wird die Reaktionskonstante der Inversion dieselbe sein 
miissen. Wo es schon bei den ersten Messungen der Inversion den Anschein 
hatte — als man némlich einen gréBeren Wert fiir k fand, je nachdem man 
die Zuckerkonzentration gréBer nahm —, als ob letzteres nicht bestitigt 
wiirde, da hob eine Korrektion fiir das eigene Volumen des Zuckers, also 
eine Zuriickfiihrung auf ein gleiches Reaktionsvolumen, den Widerspruch 
zwischen Theorie und Experiment auf. Unter dem Einflu8 einer gleichen 
Menge HCl findet man fiir verschiedene Quantitaéten Rohrzucker in 
gleichen Wassermengen eine gleiche Geschwindigkeitskonstante k. 


Was nun die Glucoseumlagerung in verdiinnten Kalium- 
hydroxydlésungen betrifft, so meinten die Entdecker der 
Reaktion, Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein, dab 
diese katalytisch von den Hydroxylionen verursacht wiirde’). 


') C. A. Lobry de Bruyn und W. Alberda van Ekenstein, Vers. 
d. Kon. Akad. 4, 123, 1895; Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas. 14, 158, 203 
und 212—213, 1895; Ber. 28, 3078, 3079 und 3080, 1895. 
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Ihres Erachtens blieb die Menge KOH fast unangegriffen'), wahrend ; 
die Glucose sich in andere Zucker umlagerte. 

Anfangs teilten sie als ihre Ansicht mit, daB die Umlagerung zu einer 
Mischung von Mannose, Fructose und Glucose fiihrt*), spiter aber fanden 
sie, daB auch andere Zuckerarten hierbei beteiligt sind *). 

Wihrend des Ubergangs in andere Zucker — welchen ich bei 25°C 
und Laugekonzentrationen bis In untersuchte — nimmt die Drehung 
regelmaBig ab und die Fliissigkeit sucht einen optisch inaktiven Zustand 
zu erreichen. 

Es bedarf nur einer geringen Menge KOH, um eine groBe Glucose- 
menge umzulagern und zu inaktivieren. 

Die allgemein anerkannte Auffassung, daB die Hydroxy!l- 
ionen als solche katalytisch die Umlagerung verursachen, 
wird von zwei Tatsachen in Abrede gestellt. Spiater wird sich 
zeigen, daB beide zusammenhangen. 








! \ 
a ae GG 
—> [0H] 
Abb. 6. Abhangigkeit der Reaktionskonstante k von der Konzentration 
an KOH und an Glucose 





l. erreicht die monomolekulare Reaktionskonstante k = 
l/tlnry/r, der Glucoseumlagerung bei zunehmender KOH-Kon- 
zentration ein Maximum; 

2. findet man fiir verschiedene Zuckerlésungen bei gleicher 
KOH-Konzentration viel kleinere Reaktionskonstanten, je 
nachdem die Glucosekonzentration gréBer ist. 

Hierbei sei folgendes bemerkt. Falls die Hydroxylionen katalytisch 
die Umlagerung von Glucose bewirkten, wobei an ZusammenstéBe mit den 
Zuckermolekeln zu denken wire, so wiirde schon der anfingliche gerad- 
linige Verlauf der k-Laugekonzentrationskurven Verwunderung erregen. 


1) C. A. Lobry de Bruyn und W. Alberda van Ekenstein, 
Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas 14, 158, 1895. 

2) Dieselben, Versl. d. Kon. Akad. 4, 122, 1895; Rec. d. trav. chim. d. 
Pays-Bas 14, 203ff., 1895; Ber. 28, 3078ff., 1895. 

3) Dieselben, Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas 16, 258, 275 — 278, 278— 279, 
1897. 
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Bei Konzentrationsinderung des Kaliumhydroxyds wird sich ja auch der 
Dissoziationsgrad desselben andern. Den ungespaltenen KOH-Molekeln 
ware eine gleich groBe katalytische Wirkung wie den OH-Ionen selbst 
zuzuschreiben. 

AuBerdem wiirde man eine fortwaihrende Zunahme der Reaktions- 
konstante mit wachsender [KOH] erwarten. Das Auftreten des typischen 
Maximums fiir Glucoselésungen gibt AnlaB, daB man den Gedanken an 
eine Wirkung der Hydroxylionen als solcher fallen lassen muB. 

Weiter ist auch bei der Glucoseumlagerung von einem rein physikalischen 
EinfluB des Reaktionsvolumens nichts zu bemerken. Man findet im 
Gegenteil eine kleinere Umlagerungskonstante, je nachdem die Zucker- 
konzentration gréBer, d. h. das Reaktionsmedium beschrankter ist. 

Ich bin der Ansicht, daB die Bildung von Kaliumglucosat 
C,H,,0O,K und seine Unbestandigkeit in wasseriger Lésung die 
Ursache der Umlagerungsreaktion ist, welche Glucose in der 
Hydroxydlésung erleidet. Aus dieser Auffassung liBt sich der Verlauf 
der k-[KOH]-Kurven erklaren (s. Abb. 6). 

Die Reaktionskonstante der unimolekularen Glucosatumlage- 
rung (nicht der Glucoseumlagerung) mu8 von der Konzentration an Kalium- 
glucosat unabhingig sein, anders gesagt: von verschiedenen Mengen 
Glucosat wandelt sich bei gleicher Temperatur und bei gleicher Zeitdauer 
ein gleicher Bruchteil um. 

Fiir die Lésungen, bei denen zu Anfang der Reaktion keine freie Glucose, 
sondern auBer KOH nur Glucosat anwesend ist, mu8 man immer dieseibe 
Umlagerungskonstante k = 1/t In r,/r, berechnen. 

Keine freie Glucose wird nun in den Lésungen anwesend sein, bei 
denen ein gewisses Uberma8 KOH der Aquivalenten Menge zugegeben 
worden ist. Fiir diese Lésungen hat k einen Maximalwert und kya: ist 
tatsichlich gleich groB fiir verschiedene Glucosekonzentrationen. 

Weiter ist es erklarlich, daB die Konstante, welche man bei kleineren 
Laugekonzentrationen fiir die Glucoseumlagerung findet, der Kon- 
zentration an KOH proportional ist und kleiner ist, je nachdem die Glucose- 
konzentration gréBer ist. 

Ich entwerfe folgendes Reaktionsbild, wobei (I) in (II) iibergeht. 


Glucose + KOH os Mon (Hex)-osen 
(11) 
4 





erziglich 


ena 


54 
Kaliumglucosat a Mon( =) oe 


Sobald der Glucoselésung KO H zugefiigt worden ist, findet die Glucosat- 
bildung statt. Was man bei der Glucoseumlagerung miBt, ist der Ubergang 
von Glucosat in eine Mischuny von Monosacchariden. Hierbei wird das 
KOH teilweise wieder frei, so daB neues Glucosat gebildet und umgelagert 
wind Dev: Gentivhiliipaiiaettitnns &< .°% 

(A—2x)dt 

[Kaliumglucosat ] 

{umlagerungsfahige Glucose] 


der Glucose- 


umlagerung ist dem Verhiltnis proportional, 








Verhalten der Zuckerarten in verdiinnt alkalischer Lésung. I. 89 


Angenommen, daB das KOH sich auf die Quantitaéten Glucose und anderer 
Zucker preportional verteilt, so wird es deutlich, da®B das Verhialtnis 
[Kaliumglucosat] 
{umlagerungsfahige Glucose] 
wie bei der Rohrzuckerinversion das Verhiltnis 


wahrend der Reaktion konstant ist, ebenso 


ZusammenstoBwahrscheinlichkeit 
{invertierbare Saccharose } 
dasselbe bleibt. 
Dies hat zur Folge, daB bei der Umlagerung von Glucose in andere 
Zucker sich bei gleicher Zeitdauer immer ein gleicher Bruchteil der noch 


reaktionsfahigen Glucose umsetzt. Der Ubergang Glucose Kom” Monosen 


kann als eine monomolekulare Reaktion verfolgt werden. Experimentell 
geschieht es also durch Beobachtung einzelner Drehungen wiahrend der 
Inaktivation und durch Berechnung der Reaktionskonstante aus der Formel 


t Tn 

Fiir Lésungen von Glucose in verdiinntem Kaliumhydroxyd ist das 
konstante Verhiltnis 

[Kaliumglucosat] _ urspriingliche [KOH] 

[umlagerungsfahige Glucose } 7. urspriingliche [Glucose] 


Das heiBt k ist der Anfangskonzentration an KOH proportional und 
der Anfangskonzentration an Glucose umgekehrt proportional. Fiir eine 
jede Glucosekonzentration findet man also graphisch eine gerade k-[KOH]- 
Linie. 

Die Abweichung dieser Proportionalitét zwischen k und [KOH) in 
den Fallen, wo die hinzugefiigte Menge KOH mehr oder weniger der an- 
wesenden Glucosemenge aquivalent ist, mu8 wohl einer hydrolytischen 
Spaltung des Kaliumglucosats zugeschrieben werden. Die Hydrolyse ist 
bemerkbar, wenn nicht genug Uberschu8 entweder von KOH oder von 
Glucose in der Lésung anwesend’ ist. 

Weiter mu8 bei verschiedenen Glucosekonzentrationen, die ich c, 
und ¢, (in Aquivalenten) nenne, bei einer Konzentration c (ebenfalls in 
Aquivalenten) an KOH, das k der Zuckerkonzentration umgekehrt pro- 
portional gefunden werden. Letzteres stimmt, kleine Abweichungen auBer 
Betracht gelassen. 

k’: k" tge,: tga, 


Rear . bmax oder 
C, 
k’ bs k" Ce : Cy. 


Es ist leicht einzusehen, da8 man bei verschiedenen Glucose- 
konzentrationen c, und c, ein gleiches k wiirde finden miissen, wenn die 
Laugekonzentrationen c’ und c” so gewahlt sind, daB c’:c” = c,: cy. 

Die Auffassung, daB die Bildung und Unbestindigkeit von Kalium- 
glucosat Ursache der Umlagerungsreaktion ist, wird durch die Rotations- 
erniedrigung der sich in Lésung befindenden Glucose bei Zusatz von Kalium- 
hydroxyd vollkommen gestiitzt. Den gréBten Wert fiir diese Erniedrigung, 
welche sofort eintritt, bekommt man, wenn anzunehmen ist, daB alle 
Glucose in die Monokaliumverbindung umgewandelt ist. Bei der Ver- 
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bindung zwischen C,H,,O, und KOH wird der Ring aufge- 
spalten und die offene Kette gebildet. 
H 
eS C—OH 
H—C—OH> OH 
O H—C—OH 


HO—C—H 
_— +KOH —» HO-C_—H 


CHOH 


anil H—C—O K 
non 


l H—C—OH 
‘H,OH | 
CH,OH 
«- und £-Glucose. Offene Kette. 
Letzte Struktur wird mit Aldehydeigenschaften verkniipft sein und 


nach der Deutung von A. Wohl und C. Neuberg') Aldo- (und Keto-) 
Enol-Verschiebungen veranlassen, die dann zu der inaktiven Mischung der 


Monosen fiihren. 


Ich beabsichtige, meine Auffassungen noch naher zu begriinden. 
Zugleich werden die Untersuchungen nach anderen Richtungen fort- 
gesetzt werden. Angenehm ist es mir, an dieser Stelle Herrn Prof. 
Dr. H. I. Waterman fiir seine geschitzte Teilnahme zu danken. 

1) A. Wohl und C. Neuberg, Ber. 38, 3099, FuBnote 2, 1900; vgl. auch 
J.U. Nef, Ann. 8357, 294ff., 1907. 








Die Metallisierung von Organismen. 
Von 
N. D. Zelinsky. 
(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie an der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 24, November 1923.) 


Auf das in dem vorliegenden Aufsatze beschriebene Phinomen 
stieB ich zufallig bei meinen Untersuchungen iiber die chemische Zu- 
sammensetzung lebender Organismen. 


Von der Voraussetzung ausgehend, daB ein jedes lebende Individuum 
als ein bestimmtes komplexes System aufgefaBt werden kann, wollte ich 
die elementare Zusammensetzung der verschiedenen Lebewesen bestimmen 
und miteinander vergleichen. Bei der Lésung dieser Aufgabe hatte ich 
vorwiegend mit diversen Organismen von kleinen Dimensionen und 
geringem Gewicht zu tun, da man bei der Untersuchung auf die iiblichen 
Methoden ‘.. : organischen Analyse angewiesen ist, beidenen man bekanntlich 
mit einigen Zehntel Grammen Substanz zu operieren hat. 

Der lebende Organismus, ein aus mehreren Phasen bestehendes kom- 
pliziertes System, wurde bisher als solcher und ganzer noch nicht auf 
seine quantitative Zusammensetzung gepriift. Die Lésung dieser Frage 
scheint in mancher Hinsicht von Interesse zu sein, z. B. um feststellen zu 
kénnen, ob die Substanz aller Organismen eine und dieselbe Zusammen- 
setzung aufweist, oder ob dieselbe je nach den verschiedenen Tierarten 
gewissen Schwankungen unterworfen ist; ob die Zusammensetzung sich 
innerhalb einer und derselben Gattung andert, ob sie konstant fiir eine und 
dieselbe Art ist oder in ungleichen Stadien der Entwicklung verschieden 
ausfallt. 

Jeder lebende Organismus stellt eine gewisse Kombination von Zell- 
elementen dar, welche scheinbar nichts anderes sind als chemische Ver- 
bindungen von komplexem Charakter mit einem groBem Vorrat an Energie ; 
einige Formen der Kohlenstoffverbindungen eines lebenden Organismus 
kénnen sogar mit Sprengstoffen verglichen werden. Der harmonische 
Verlauf der chemischen Prozesse in diesen komplexen Gebilden bedingt 
begreiflicherweise nicht nur das Leben der einzelnen Zelle, sondern auch 
deren gemeinschaftliche Funktion im Zellenstaat, d.h. im Organismus. 

Das Wasser ist ein notwendiges Medium im Organismus, in welchem 
sich fortwahrend assoziierende, dissoziierende und elektrolytische Prozesse 
abspielen, die durch die Gegenwart von Wasser bedingt sind. Das Wasser 
muB demnach als ein wesentlicher Bestandtei] des lebenden K6érpers an- 
gesehen werden, weil nur bei Anwesenheit einer ausreichenden Menge die 
biochemischen Prozesse im Organismus vor sich gehen kénnen. Demnach 
ist das Wasser in einem lebenden Organismus nicht von dessen organisch- 
mineralischen Anteilen zu trennen, es stellt einen integrierenden Bestandteil 
eines Organismus dar, so da8 wir einen richtigen Begriff iiber die Zusammen- 
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setzung eines Lebewesens nur dann bekommen kénnen, wenn wir dasselbe 
als ein Ganzes der Analyse unterwerfen. 

Bisher haben Physiologen, Biologen und Chemiker ihre Hauptaufmerk- 
samkeit auf die Ermittlung der Zusammensetzung einzelner Organe von 
Tier und Mensch in wasserfreiem, trockenem Zustande gerichtet. Die Ent- 
wisserung eines Organs oder eines Teils desselben erfordert besondere 
VorsichtsmaBregeln, damit mit dem Wasser nicht etwa zugleich andere 
leichtfliichtige, stickstoff- und schwefelhaltige organische Bestandteile 
entweichen. Diese MaBregeln reichen allem Anschein nach nicht aus, da 
mit den Wasserdimpfen auch die vom Tiergewebe adsorbierten fliichtigen 
organischen Verbindungen entfernt werden kénnen. 

Bei der Ermittlung der Zusammensetzung eines Lebewesens kénnen 
zwei Methoden zur Anwendung gelangen: man unterwirft das Individuum 
unmittelbar als ganzes der Analyse, oder man hydrolysiert dasselbe zuerst 
katalytisch mitte!s verdiinnter Mineralsiure bei erhéhter Temperatur und 
untersucht dann das Hydrolvsat, welches die einfachen chemischen Formen, 
aus denen das plastische Material des betreffenden Lebewesens aufgebaut 
war, repriasentiert, auf seine Zusammensetzung. Die erste Methode bleibt 
beschrankt auf die Organismen, deren Gewicht in den Grenzen von 0,1 
bis etwa 1 g schwankt. 

Bei meinen Untersuchungen bediente ich mich zunichst der ersten 
Methode und wandte meine Aufmerksamkeit zunichst den Bienen zu, 
deren geringes Gewicht und Volumen es gestatten, bei-der Ermittlung des 
Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffgehaltes bequem einige Exemplare 
in einem langeren, geniigend breiten Platinschiffehen auf einmal unter- 
zubringen. 

Von diesem Insekt aus die Untersuchungen einzuleiten, schien mir 
schon aus dem Grunde angebracht, da mein Kollege, der bekannte Zoologe 
G. A. Koschewnikoff sich bereitwillig erboten hatte, mir das Untersuchungs- 
material in Gestalt einzelner Individuen verschiedenen Alters und ver- 
schiedener Entwicklungsstadien zu liefern. 


Ich glaubte ausfithrlicher auf die Aufgaben und Ziele der unter- 
nommenen Untersuchungen eingehen zu diirfen, da gerade diese Arbeiten 
mich nebenbei zur Metallisierung von Organismen gefiihrt haben, ohne 
daB ich an die Méglichkeit einer solchen unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen zuerst gedacht habe. 

Ich komme nun zur Beschreibung der Arbeitsweise, nach welcher 
ich die Stickstoffbestimmung nach Dumas vornahm und die mich zur 
Entdeckung der Metallisierungserscheinung fihrte, sowie zu weiteren 
Untersuchungen in dieser Richtung veranlaBte. Zur Analyse brachte 
ich eine Biene in ein Platinschiffchen und bedeckte das Tierchen mit 
einem Uberschu8 von fein verriebenem Kupferoxyd. Das Schiffchen 
wurde dann in ein von beiden Seiten offenes, entsprechend gefiilltes 
Verbrennungsrohr geschoben, darauf die Luft durch Kohlensiaure ver- 
driangt und die Verbrennung wie tblich ausgefihrt. 

Erwirmt man nun das Rohr nicht sofort zum Zwecke der Regene- 
ration von Kupferoxyd fiir die nachfolgende Analyse im Sauerstoff- 
strom, so findet man im Platinschiffchen unter einer Schicht von 
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reduziertem bzw. unverandertem Kupferoxyd den betreffenden Orga- 
nismus, die Biene vor, und zwar im metallisierten Zustande unter Bei- 
behaltung der urspriinglichen GréBe, Form und simtlicher morpho- 
logischer Merkmale. 

Die nahere Untersuchung solcher metallisierter Bienen hat ergeben, 
daB der ganze Organismus mit einer diinnen Lage von metallischem 
Kupfer bedeckt ist. Man hat die Empfindung, als ob man es mit einem 
Bienchen zu tun hat, welches auf das kunstvoliste aus Kupfer oder 
Bronze verfertigt wurde. Beim Brechen einer solchen Biene bemerkt 
man, daB die organischen Bestandteile nicht ginzlich verbrannt sind, 
sondern da8 unter der metallischen Decke eine unverbrannte, kohlige, 
koksihnliche Masse vorhanden ist. Man hat es hier in der Tat mit 
einer Verkokung des Organismus zu tun. Somit stellt die metallisierte 
Biene ein verkohltes Skelett dar, welches mit einem Metalliiberzuge 
bedeckt ist unter Beibehaltung der urspriinglichen Form. Auber 
Kohlenstoff und geringen Mengen von Wasserstoff enthalt die verkohlte 
Masse auch Stickstoff. 

Eine Reihe von Versuchen, welche ich mit Bienen und anderen 
Insekten, Larven und Schmetterlingspiippchen ausgefiihrt habe, ergab 
in allen Fallen ein und dasselbe Bild: alle Organismen, mit Kupfer- 
oxyd im Kohlenséurestrom verbrannt, werden mit einer Metallschicht 
bedeckt und behalten hierbei genau die auBere Form und dasselbe 
Aussehen. Um ein richtiges quantitatives Ergebnis tiber den Gehalt 
des Organismus an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff zu erhalten, 
muB das metallisierte Objekt nach dem Verreiben mit Kupferoxyd (in 
einem Achatschilchen) einer nochmaligen Verbrennung unterworfen 
werden. 

Der Prozentgehalt an den organischen Elementen wird demnach 
fir Kohlenstoff und Wasserstoff sowie fiir Stickstoff mittels zwei 
hintereinander folgender Verbrennungen ermittelt. Auf die Frage, 
welche Mengen an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff in dem 
metallisierten Tierreste verbleiben, gibt die zweite Verbrennung Auf- 
schluB. 

Die Analyse ergab in 0,1154g Substanz 0,1561g CO, und 0,0180¢ 
H,O, in 0,0687g Substanz 1,6ccm Stickstoff (12°, 738mm), d. h. 
C —36,89 Proz., H —1,74 Proz., N —2,68 Proz. Die weiteren Bestimmungen 
zeigten, daB die metallisierte Biene im Durchschnitt 0,0123 g wiegt, wihrend 
das Gewicht einer iiber Schwefelsiure bis zum konstanten Gewicht ge- 
trockneten Biene 0,0171 g betrigt. 

Der Aschengehalt, auf die Trockensubstanz der Biene berechnet, 
betragt 7,09 Proz.; rechnet man diese Zahl auf das Gewicht des metalli- 
sierten Organismus um, so bekonumen wir eine solche von fast 10 Proz. 
(9,85). Der organische Koksrest zusammen mit der Asche macht in dem 
metallisierten Organismus 51,16 Proz. aus (C — 36,89; H — 1,74; N — 2,68; 
Asche 9,85). Auf das Kupfer bleiben demnach fast 49 Proz. (48,84) iibrig. 
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Daraus ersieht man, daB die Kupferschicht nicht sehr diinn ist 
und ihrer Masse nach einen wesentlichen Teil des metallisierten Objektes 
betrigt. Das Gewicht einer metallisierten Biene betrigt 71,9 Proz. 
des Tierchengewichtes in entwissertem Zustande. 

Wie bereits erwihnt, behalt der metallisierte Organismus simtliche 
morphologischen Merkmale und Eigenschaften. 

Auf dem metallisierten Insekt sind deutlich Kopf, Brust, Hinterleib, 
das Paar der Antennen und die Mundteile zu sehen. Sehr deutlich erkennt 
man die Brust, die aus drei Ringen besteht, drei Paar Beine und die an der 
Brust befestigten Fliigel, alles bleibt im metallisierten Zustande erhalten. 
Die aus Chitinplattchen bestehenden Fliigel mit ihrem System von Adern 
enthalten die detailliertesten morphologischen Merkmale. Wie bekannt, 
weisen bei Insekten die Antennen eine auBerordentliche Mannigfaltigkeit 
auf, sie behalten im metallisierten Zustande die ihnen zukommende Struktur 
und erscheinen bald fadenférmig, bald wie Borsten oder Feilchen, bald 
stecknadelahnlich. 

Die schlanke laingliche Larve des Schwimmkiifers (Dytiscus) z. B. mit 
ihrem groBen Kopf, kurzen Antennen und den charakteristischen sichel- 
formigen Kinnbacken, Augenhéhlen und Stirnbégen, mit drei Paaren gut 
entwickelter haariger FiiBe ist unter Wahrung all dieser morphologischen 
Eigentiimlichkeiten der Insekten sehr fein mit Metall iiberzogen und macht 
den Eindruck eines aus Kupfer verfertigten Organismus. 

Nicht nur gréBere Insekten, wie verschiedene ein oder einige Gramm 
wiegende Kiaferarten werden unter den angegebenen Bedingungen vorziiglich 
metallisiert, sondern auch ganz kleine Exemplare von Stecknadelknopf- 
gréBe geben so ein vorziigliches Bild der natiirlichen Art wieder. Die Mantel 
mancher Kafer sind sehr schén gezeichnet, auch diese Zeichnungen bleiben 
wie eingraviert im metallisierten Zustande erhalten. Die Metallisierung 
ist so vollkommen und gleichmaBig, daB es den Anschein hat, als ob der 
Organismus als negative Elektrode in einem galvanischen Bade seinen 
Metalliiberzug erhalten habe. 

Kann auch ein Pflanzengewebe unter den gleichen Bedingungen 
metallisiert werden? Um diese Frage zu beantworten, wihlte ich ab- 
sichtlich ein sehr zartes Pflanzenorgan, die federig behaarte Granne 
(Arista) der Deckspelze (Palaea inferior) von Stipa pennata L. Der 
Versuch zeigte, daB der feine Stengel und die Fadchen metallisiert 
waren unter Beibehaltung der Struktur. Somit ist die Frage zu bejahen ; 
ich kann nur auf etwas gréBere Sprédigkeit der metallisierten pflanz- 
lichen Faser gegeniiber der tierischen hinweisen. 

Wir haben es hier sozusagen mit einer Pseudomorphose des Kwpfers 
nach dem Organismus zu tun. Eine solche Pseudomorphose hat nichts 
Gemeinsames mit dem Material, dessen Formen sie annimmt. Hier 
liegt keine Analogie z. B. mit dem Roteisenerz vor, welches in Pyrit- 
wiirfeln kristallisiert, in welchem Falle wir es mit einer chemischen 
Pseudomorphose zu tun haben. Viel eher kénnte man die Erscheinung 
mit einer mechanischen Pseudomorphose vergleichen, bei welcher 
zwischen der angenommenen Form und dem Material keine chemischen 
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Beziehungen existieren, wie im Falle von Quarzkristallen nach Kalk- 
spath. Wir kénnen deshalb sagen: Pseudomorphose des Kupfers 
(oder vielleicht eines anderen Metalles) nach der Biene, nach dem 
Schwimmkafer, nach irgend einem anderen Insekt oder Organismus. 

Worin besteht nun der ProzeB der Metallisierung, welche chemischen 
und mechanischen Krifte sind hier im Spiele! Wahrscheinlich hat 
man es hier mit folgenden Erscheinungen zu tun: bei der hohen Tem- 
peratur von 400 bis 500° sublimiert das Kupferoxyd, dringt in die 
oberen Schichten des organischen Gewebes ein, mineralisiert dasselbe 
unter stufenweisem Ersatz der organischen Elemente, welche auf 
Kosten von Kupferoxydsauerstoff verbrennen, an deren Stelle das 
reduzierte metallische Kupfer hinterlassend. 

Vielleicht haben wir es hier mit einer Erscheinung der Adsorption 
der festen Phase des Kupferoxyds an die feste Phase des organischen 
Tiergewebes zu tun, ahnlich wie es der Fall ist bei den interessanten 
Versuchen von M. A. Iljinsky, bei welchen die feste Phase einer Faser 
die in Wasser suspendierten wasserunléslichen Pigmente mit groBer 
Leichtigkeit zu adsorbieren vermag. Es ist vorliufig noch nicht méglich, 
eine vollwertige Erkliarung der beschriebenen Metallisierungserschei- 
nungen zu geben. Man kann nur sagen, daB der Metallisierungsvorgang 
bei Temperaturen, die tiber 250° liegen, vor sich gehen muB, da mittels 
Silberoxyd, welches bei dieser Temperatur vollstandig dissoziiert, wie 
ich mich iiberzeugt habe, keine Metallisierung stattfindet. Die oben 
beschriebenen Erscheinungen verdienen meines Erachtens ein gewisses 
Interesse und Aufmerksamkeit. Ich beabsichtige daher, die Bedingungen 
aufzufinden, welche gestatten wiirden, Organismen von gréBeren Dimen- 
sionen als Insekten zu metallisieren. Im Prinzip liegt kein Grund vor, 
warum unter zweckmaBigen Bedingungen nicht etwa die Metallisierung 
eines gréBeren Tieres, ja einer Menschenleiche zu realisieren wire. 

Die metallisierten Insekten kann man mit den fossilen Insekten- 
exemplaren vergleichen, welche in dlteren und neueren geologischen 
Ablagerungen gefunden werden. Solche metallisierte Insektenabdriicke 
hat man bekanntlich vielfach in den Tertiirablagerungen gefunden. 
Aus erklirlichen Griinden weisen aber solche Funde einen weniger 
vollkommenen Habitus auf als die von mir metallisierten Organismen. 

Das aufgefundene Verfahren verspricht, wie es scheint, in der 
wissenschaftlich-technischen Praxis zur Anwendung zu kommen. Es 
wird helfen, seltene bzw. aussterbende Tierarten (Insekten und andere) 
fir die Zukunft, wenn nicht in ihrer urspriinglichen Gestalt, so doch 
in photographisch getreuen Kupferpseudomorphosen der betreffenden 
Organismen zu erhalten, die eine gréBere Haltbarkeit aufweisen werden 
als die ausgetrockneten Organismenformen unserer Sammlungen. 

















Untersuchungen iiber die Adsorption an hydrophile Kolloide. 


Von 
A. Lasnitzki und L. Farmer Loeb. 
(Aus dem Universitatsinstitut fiir Krebsforschung, Berlin.) 
(Eingegangen am 17. Januar 1924.) 
Mit 16 Abbildungen im Text. 


Adsorptionsvorgange dirften im Organismus eine bedeutsame 
Rolle spielen. Als Adsorbentia kommen dabei in der Hauptsache 
hydrophile Kolloide in Betracht. Es sind verschiedene Beispiele be- 
kannt, in denen nachgewiesen wurde, daB eine Adsorption an hydrophile 
Kolloide erfolgen kann. Berczeller(1) zeigte, daB die Oberflachen- 
spannung des Wassers weniger erniedrigt wird, wenn Albumin oder 
Starke in der Lésung vorhanden sind. P. L. du Noiiy (2) fand ebenfalls, 
daB eine Adsorption oberflichenaktiver Substanzen an hydrophile 
Kolloide stattfindet. L. Farmer Loeb (3) konnte zeigen, daB die Micellen 
der SerumeiweiBkérper Linol- und Ricinolsiuremolekiile adsorbieren. 
Genauere Untersuchungen quantitativer Art tiber die Adsorption an 
hydrophile Kolloide liegen aber bisher noch nicht vor. 

Wie H. Freundlich (4) betont, ,,miiBte man dazu die Micellen eines Sols, 
die einen anderen Stoff adsorbiert haben, durch Ultrafiltration von der 
intermicellaren Fliissigkeit trennen und den urspriinglichen Gesamtgehalt 
an Adsorptiv sowie dessen Menge in der abfiltrierten Fliissigkeit bestimmen “. 
Wir haben es unternommen, eine Versuchsanordnung ausfindig zu machen. 
die obigen Forderungen geniigt. Jedoch zeigte sich schon in Vorversuchen, 
daB eine nicht unbetriichtliche Adsorption der als Adsorbenda dienenden 
Stoffe — es handelte sich um oberflichenaktive Substanzen — an das 
Ultrafilter (Kollodiumfilter) stattfindet. Wir beschlossen daher, dieses 
Verfahren aufzugeben und als Ma8 der Adsorption die Erhéhung der Ober- 
flachenspannung zu wiihlen, welche sich ergibt, wenn man der wiisserigen 
Lésung eines kapillaraktiven Stoffes eine kolloide Substanz hinzufiigt 
Die Messung der Oberflaichenspannung fiihrten wir mit der Tropfpipette 
von Rona und Michaelis aus. Verglichen mit dem Traubeschen Stalag- 
mometer, bietet diese ja den Vorteil, daB sie gréBere Ausschlige gibt, wenn- 
gleich die beobachtete Tropfenzahl wegen der gréBeren AusfluBgeschwindig- 
keit der Oberflichenspannungsinderung nicht genau parallel geht. Bei 
Anwendung von Lésungen hydrophiler Kolloide tritt haufig noch die Zu- 
nahme der Viskositaét stérend dazwischen. Abgesehen davon, betragt die 
Fehlerbreite der Methode mindestens + i Tropfen, was einer nicht geringen 
Differenz der Oberfiichenspannung entspricht. Es kommt hinzu, da8 wegen 
der Méglichkeit einer gegenseitigen Verdringung von Kolloid und kapillar- 
aktiver Substanz die Anderung der Oberflichenspannung kein absolut 
sicheres Ma8 fiir die GréBe der Adsorption darstellen kann. Aus diesen 
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Griinden wird die Methode nur als vorlaufiger Notbehelf in Frage kommen 
kénnen. 

Zur Verwendung kamen zwei Tropfpipetten von 88 und 92 Tropfen 
Wasserwert. Jedoch sind die in den folgenden Tabellen angegebenen 
Tropfenzahlen relative, indem die Tropfenzahl des reinen Wassers bzw. der 
reinen kolloiden Lésung jeweiliger Konzentration gieich 100 gesetzt wurde. 

Als Adsorbentien benutzten wir Sole von Stdrke und Gelatine ver- 
schiedener Konzentration. Die Starkelésungen wurden in der iiblichen 
Weise durch Verkleistern von Aufschwemmungen ,,léslicher’ Starke und 
darauffolgendem 5 Minuten langem Kochen erhalten, waihrend die Gelatine- 
lésungen aus isoelektrischer Gelatine hergestellt wurden, die wir nach dem 
Verfahren von Jacques Loeb (5) aus gewéhnlicher Gelatine bereiteten. Die 
als Adsorbenda dienenden oberflichenaktiven Stoffe waren Buttersdure 
und IJsovaleriansdure. 

Da8 die Wiedererhéhung der Oberflichenspannung bei gleichzeitiger 
Anwesenheit eines hydrophilen Kolloids in der Tat auf einer Adsorption 
des kapillaraktiven Stoffes an das Kolloid beruht, geht nun mit groBer 
Wabhrscheinlichkeit daraus hervor, daB man bei sukzessiver Verdiinnung 
der rein-wiisserigen und kolloidhaltigen Lésungen einen Ausgleich in dem 
Unterschiede der Tropfenzahlen erhalt, was einem Riickgang der Adsorption 
entsprechen miiBte (Tabelle 1). Dies stimmt mit unseren geliufigen Vor- 
stellungen tiberein. 





Tabelle I. 
‘ Buttersaure (0.2916 Mol/Liter) Buttersaure (0.2916 Mol/Liter) 
a) in wasseriger Lésung; b) in 5 proz. a) in wasseriger Lésung; b) in 0,5 proz. 
Starkelésung. Wasserwert: 88 Gelatinelésung. asserwert: 92 
Tropfenzahl Troptenzabl 
Vers i - : Ee eee = - os eo. € 23 - 
diunnung i 2 33 = | cx z= $3 3§ 53 = eu5Es ey 
2 | 252) |#ee8,, 2 FS Been Bess, $5 
eS | $233. /$35"') ee Fe 8223, sres! =e 
2% sso8 sesePf Oe ot sees ScioP Se 
Ss | ohms shoe Fl UBS BPS eeees Ce 
aa |) sf 2 lag es ee o£ 2 = gz8 
= 88 167 152 15 100 165 132 33 
1:2 91 142 133 y 100 140 119 21 
1:4 90 124 122 2 99 124 lll 13 
1:8 89 112.5 112 05 Os 115 106 9 


Bei der quantitativen Verfolgung der Erscheinung interessierte nament- 
lich die Frage, ob sich hier die von Freundlich fiir grobdisperse Systeme 
gefundene GesetzmaBigkeit wiederfinden laBt. Wir gingen so vor, daB wir 
uns Butter- und Isovaleriansiurelésungen in ungefiihr geometrisch an- 
steigender Konzentration herstellten, einmal mit, einmal ohne Zusatz obiger 
Kolloide. Mit diesen Lésungen wurden die Tropfversuche angestellt und 
der Gehalt an Butter- bzw. Isovaleriansiure durch Titration mittels n/50 
NaOH gegen Phenolphthalein als Indikator bestimmt, wobei der dem 
Gelatine- oder Stirkegehalt entsprechende Saéurewert in Abzug kam’). 
So gelangten wir einerseits zu Eichkurven von Butter- und Isovaleriansiure, 

1) Die Einstellung des Adsorptionsgleichgewichtes erfolgt offenbar 
mit groBer Geschwindigkeit, da man schon unmittelbar nach Herstellen 
der Mischungen konstante Tropfenzahlen erhilt. 
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andererseits, fiir die Versuche mit Kolloiden, zu Kurven von abwe ichendem 
Verlauf. Die den einzelnen Punkten der letzteren entsprechenden Gleich- 
gewichtskonzentrationen konnten aus der zugehérigen Eichkurve abgelesen 
werden. Die Differenz gegeniiber der Gesamtkonzentration lieferte die 
adsorbierte Menge. Die Versuche wurden zunachst bei Zimmertemperatur, 
spiater auch bei tieferer und héherer Temperatur ausgefiihrt. 


A. Versuche bei Zimmertemperatur. 

Die Temperatur schwankte wahrend der ganzen Dauer der Versuche 
nur zwischen 19 und 21°, kann also mit hinreichender Genauigkeit als 
konstant betrachtet werden. Wir stellten zundchst Versuchsreihen an 
mit konstanter Konzentration des zugesetzten Kolloids und variabler 
Konzentration des oberflichenaktiven Stoffes. In wisseriger Lésung 
ergaben sich fiir verschiedene Konzentrationen von Butter- und Isovalerian - 
siure die folgenden Tropfenzahlen: 


Tabelle 11. 


Butterséure und Isovalerianséiure in wasseriger Lésung 
bei Zimmertemperatur. 





a) Buttersaure b) Isovaleriansaure 
Wasserwert = 92 Wasserwert = 88 


Konzentration Tropfenzahl Konzentration Tropfenzah! 
(Mol/Liter) (Wasser = 100) (Mol/Liter) (Wasser = 100) 


0,0296 113 0,0104 117 
0,0562 125 0,0150 120 
0,0724 0,0202 128 
0,1166 0,0272 134 
0,1556 0,0408 147 
0,2322 0,0544 157 
0,3100 0,0820 173 
Diese Werte sind den Eichkurven in Abb. 1, 3, 5, 7 zugrundegelegt. 
Die Versuche mit Zusatz von Starke und Gelatine zu Butterséurelésungen 
einerseits, Isovalerianséurelésungen andererseits fiihrten zu Resultaten, 
von denen ein Teil in den Tabellen III bis VI wiedergegeben ist. Bei der 
graphischen Darstellung ergaben sich Kurven, die unterhalb der zugehérigen 
Eichkurve zu liegen kommen (Abb. 1, 3, 5, 7). Ihre Entfernung von der 
Eichkurve und dementsprechend die GréBe der Adsorption wiachst mit 
der Konzentration des Kolloids. Schwiachere Konzentrationen des letzteren 
erweisen sich von relativ gréBerem Einflu8 als starkere. Mit steigender 
Konzentration des Kolloids scheint die Adsorption einem Grenzwert zuzu- 
streben. Endlich ist die Adsorption durch Gelatine im ganzen starker 
als die durch Starke, namentlich im Verhialtnis zur angewandten Kon- 
zentration. 
Liest man nun fiir jeden gefundenen Punkt der Starke- und Gelatine- 


kurven aus der zugehérigen Eichkurve die Gleichgewichtskonzentration 
ab — d. i. die Konzentration bei gleich groBer Tropfenzahl —, so 
findet man durch Subtraktion von der Gesamtkonzentration die ad- 
sorbierte Menge. Dieselbe ist in Millimol pro Liter angegeben. Loga- 
rithmiert man die Werte fiir die Gleichgewichtskonzentration und 
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Adsorption, so erhalt man bei der graphischen Darstellung eine Anzahl 
Punkte, die einen geradlinigen Verlauf mit relativ geringer Streuung 


erkennen lassen (Abb. 2, 4, 6, 8). 


Damit ist der Nachweis erbracht, 


daB die Adsorption an die hier in Frage kommenden hydrophilen Kolloide 
tatsiichlich nach dem Freundlich schen Adsorptionsgesetz — a = a.c'™ — 


verliuft. 


Tabelle Ill. 
Versuche mit Butterséure in Starkelésungen verschiedener Konzentration 
(Wasserwert: 92). 
































. G tk . Gleichs | 
SS te zentration | gewichtse | Adsorbierte 
tration Nr, || (Keine der konzen- | t log ¢ log a 
Stirkelésung Buttersiure| tration ec | (Milli- | 
(Gew.Proz.) = 100) (Mol)Liter) (Mol|Liter) mol|Liter) 
1 119 0,0758 0044 318 —1,36 1,50 
1 Proz. | 2 125 0,1034 0,058 45,4 — 1% 1,66 
(Tropfenzahi?) 3 132 0,1442 0,079 652  —1,10 181 
Stare = 53) | 4 M3 | 02110 | 0116 | 950 —O9 | 1,98 
: 5 154 0.2904 0,164 126.4 — 0,79 2.10 
] 120 0.0764 0,045 314 — 1,35 1,50 
2,5 Proz.| 9 123 0,0902 0,054 362 | —1,27 1,56 
(Troptenzahl!|) 3 134 0,1488 0,085 638 | —1,07 1,80 
ale 138 | 0.1782 0,098 80.2 —101 1,90 
"Ul 5 154 0,2910 0,164 12770 —079 210 
l 112 0,0534 0,027 64 | —1,57 1,42 
5 Proz. | 2 118 0,0844 0,040 444 — 1,40 1,65 
(Troptenzahi! 3 123 0.1090 0,053 560  —1,28 1,75 
on ee | 4. 133 | 01762 | 0082 2 —109 |) 197 : 
"Ui 5S 141 | 02266 | 06110 1166 —096 2.07 
780 - 
E 
170 |——— 
7 
2}——_—__— = 
5% 
> 150 ~ 
et + + 4 4 
; a 
70 |}—_—__—__#—_ ~*~. 
ee 2 a : 
120 = = _ ——+ ee 
"0 —-4 ——t = —— 442 
100 10 
Q7 G2 03 Mol/j -745 -10 
Gesamtkonzentration —> =—“gc 


Abb. 1. Graphische Darstellung der Tropftversuche 
mit Buttersdure in 1+, 2,5 und 5S5proz. Starke 
lésung. E = Eichkurve. 


Abb. 2. Adsorptionsisothermen von Butter- 

saure an I+ und 5proz. Stirke im logarith- 

mischen Netz. Die Isotherme fir die 2,5 proz 

Starkelésung deckt sich fast vdéllig mit der 
fur die 1 proz. 
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Tabelle IV. 


Versuche mit Buttersiure in Gelatinelésungen verschiedener Konzentration 
(Wasserwert: 92). 





Tropfenzahl Gesamtkons Gleich- : 
— (Reine zentration | gewichts- . “TY 
eueathen Nr. | Gelatine- der konzen- | Be 
lésung Buttersdure tration ¢ (Milli- 
(Gew.*Proz.) = 100) | (MolfLiter) (Mol/Liter) mol/Liter) 


| 
| 
| 


Gelatine- 





log ¢ 


113 | 0.0752 | 0,030 45,2 | — 1,52 
117 0,0948 0,038 56,8 | — 1,42 
126 0,1474 0,061 86,4 —121 
133 0,1910 0,082 109.0 —1,09 
148 0,2956 0,136 159.6 —0 87 
108 0,0704 | 0,019 514 — 1,72 
112 = s--0,0964 | = (0,027 69,4 — 1,57 
119 0,1400 0,043 97,0 — 1,37 
125 0,1850 0,058 127,0 | —1,24 
136 0,2832 0,092 191,2 — 1,04 
108 0,0744 0,019 55,4 — 1,72 

0,0964 0.025 71,4 

0,1478 0,043 104,8 

0,1954 0,058 137,4 

0,2916 0,085 | 206,6 


wo = 


0,1 Proz. 


(Tropfenzahl 
ohne Butters 
saure = 102.) 





0,5 Proz. 


(Tropfenzahl 
obne Butter: 
saure = 102.) 


1,0 Proz. 


(Tropfenzahl ? | 
ohne Butter. 
saure= 102.) 





arn wtd-= arm © tS = & m 
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Abb. 3. Graphische Darstellung der Tropf- Abb. 4. Adsorptionsisothermen von Buttersaure 
wersuche mit Buttersdéure in 0,1-, 0,5- und in 0,l«, 05+ und 1,0proz. Gelatine im logarith- 
1) proz. Gelatinelésung. E = Eichkurve. mischen Netz. 
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Tabelle V. 


Versuche mit Isovaleriansaure in Starkelésungen verschiedener Konzentration 
(Wasserwert: 88). 





Gesamtkons Gleich- 

zentrationd. gewichts- Adsorbierte 

Nr. || (Reine Isovalerians konzens 
|Starkelosung tration ¢ (Milli. 


{| 
Starke |(Tropfenzahl 
konzen- 
tration 


Menge « log ¢ 


saure 
(Gew.+Proz.) || = 100) (MoljLiter) (Mol/Liter) moi/Liter) 


| 126 0.0224 | 0.0185 3.9 —1.73 | 059 


| 
| 
1 Pr | 
oz. 131 —-0,0278 | 0,0230 48 —1,64 0,68 
| 
t 


(Troptenzahl 
ohne 


144 0,0434 | 0,0367 6,6 — 1,44 0,82 
153 0,0556  0,0479 7,7 —1,32 | 089 
171 0.0914 ~—-0,0781 13,3 —i 1,12 
124 0,0234 0,0170 6,4 = 1.77 0,81 
129 0,0296  0,0210 8.6 — 1,68 0,93 
138 0.0414 —-0,0299 11,5 — 1,52 1,06 
146 0,0540  0,0391 14.9 —141 1,17 
163 0,0840 00,0631 20,9 — 1,20 1,32 
120 0,0200 —-0,0138 6.2 — 1,86 0,79 
125 0,0264 0,0177 8,7 —1,75 | 094 
136 0,0400 00,0280 134 | | 1,08 
144 | 0,0518  0,0366 15,2 44) 118 
160 | 00800 00588 | 216 | r 1,33 


Isovalerian- 
saure = 90.) 


2,5 Proz. 


(Troptenzabl 
obne 
lsovalerian- 
saure = 91.) 


5 Proz. 


(Tropfenzabl 
ohne 
Isovalerians 
siure — 88.) 


or wnwse or Ow kK OF WON 
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Abb. 5. Graphische Darstellung der Tropfversuche mit Iso- Abb. 6. Adsorptionsisothermen von Iso- 
valeriansiure in 1+, 25+ und 5proz. Starkelésung. E = Eich- valeriansiure an 1+, 2,5 und 5proz. Starke 
kurve. im logarithmischen Netz. 
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Tabelle VI. 
Versuche mit Isovaleriansiure in Gelatinelésungen 
verschiedener Konzentration (Wasserwert: 88). 





[Troptenzahl Gesamtkon- Gleich+ : 
[oa (Reine _— zentrationd.| gewichts- ._ ay 
tration Nr, | Gelatines Isovalerian-| konzens —— 

|| lésung Siure | tration ¢ (Milli- 

(Gew.*Proz.) i! 100) | (Mol/Liter) (Mol/Liter) mol/Liter) 


log ¢ 





117 0,0194 0.0118 7,6 — 1,93 
122 0,0252 0,0157 9,5 — 1,80 
134 0,0406 0,0260 14,6 — 1,59 
142 0,0522 0,0345 17,7 — 146 
159 0,0802 0.0565 23,7 — 1,25 
1l4 0,0204 0,0096 10,8 — 2,02 
118 0,0264 0.0125 13,9 — 1,90 
128 0,0408 0,0200 20,8 — 1,70 
135 0,0540 0,0270 27,0 — 1,57 
149 0,0804 0,0427 37,7 — 1,37 
113 0,0194 0,0089 10,5 — 2,05 
119 0,0282 0,0132 15,0 — 1,88 
126 0,0404 0,0188 21,6 — 1,73 
132 0,0516 0,0240 27,6 — 1,62 
146 0,0816 0,0393 42.3 —1,4l 


0,1 Proz. | 
(Tropfenzahl 


onne 
Isovalerians 
siure — 95.) 


0,5 Proz. | 
(Tropfenzahl 
ohne 
Isovalerians | 
saure = 98.) 
1,0 Proz. | 
(Troptenzahl 
ohne 
Isovalerian- | 
saure = 95.) 
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Abb. 7. Graphische Darstellung der Tropfversuche mit Isovalee Abb. 8. Adsorptionsisothermen von Is: 
riansiure in 0,1-, 0.5- und 1,0proz. Gelatinelésung. EZ = Eichs  vvaleriansiure an 0,1-, 0,5¢ und 1,0 proz 
kurve. Gelatine im logarithmischen Netz. 
Wir ersahen aus Abb. 1, 3, 5, 7, daB die Adsorption bei kleinen Kon- 
zentrationen von Starke und Gelatine relativ gréBer ist als bei starkeren. 
Denselben Befund erhielten wir in Versuchen, in denen wir die Konzentration 
des oberflichenaktiven Stoffes konstant hielten und die Konzentration 
des zugesetzten Kolloids variierten. Es ergaben sich Kurven, die einen 
zuniachst steileren, allmahlich aber flacher werdenden Verlauf zeigen 
(Abb. 9, 10). Sehr deutlich ist dies namentlich in den Versuchen mit Gelatine, 
wahrend die Starkekurven zunichst ziemlich geradlinig nach abwarts 








ptz. 
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verlaufen und erst fiir gréBere Konzentrationen horizontal umbiegen. 
Es wire zunichst die Frage zu entscheiden, inwieweit Fehlerquellen der 
Methodik fiir dieses eigentiimliche Verhalten verantwortlich zu machen sind. 
Sollte sich das Resultat jedoch bei Anwendung genauerer Methoden 
bestétigen, so wiirde dies darauf hinweisen, daB die innere Oberfliche eines 
hydrophilen Kolloids mit steigender Konzentration — infolge Aggregation 





der Miceilen — einem Grenzwert zustrebt. 
Tabelle VII. 
a) Variable Starkekonzentration b) Variable Gelatinekonzentration 
und konstante Isovaleriansaurekonzentration und konstante Buttersaurekonzentration 
(0,057 Moi/Liter) (0,181 Mol/Liter) 
Troptenzahl Troptenzahl 
Starke : . Gelatine- f ’ : 
konzentration || W sae (wo mee konzentration bom sien Ray ‘ 
i — ( Wasserige —- (W assenge 
(Gew.-Proz.) || (Wasser = 88) Lésung = 100) (Gew.-Proz.) | (Wasser = 92) Losung = foo) 
0 88 159 0 92 152 
05 bed) 156 0,025 98 142 
1,0 90 153 0,05 100 139 
2.0 91 148 0,1 101 136 
3,0 91 144 0,2 101 132 
4.0 90 142 0,3 102 128 
5,0 88 142 05 102 125 
0,7 102 124 
1,0 102 123 





Infolge dieser Verhiltnisse wird die GréBe der Adsorption bei Zuriick- 
fiihrung der adsorbierten Menge auf die Gewichtseinheit Adsorbens fiir 
jede angewandte Konzentration desselben verschieden sein und die 
Konstanten « und l1/n daher “0 
keine einheitlichen Werte an- 
nehmen. Wir haben auf eine rs 
Ermittlung simtlicher Kon- § 59} —— oS 1 | | i 
stanten einstweilen verzichtet. § | 
Nur die fiir eine 0,1 proz. Gela- | <2 

| 





| | . | 


| | | j 








tinelésung seien hier angegeben, 1 i I —_ 
weil bei dieser die Gewichts- Pe EE a 


einheit Adsorbens im _ Liter Abb. 9. 
enthalten ist und die gefun- 
denen Zahlen daher unmittelbar 
benutzt werden kénnen. Es 


Graphische Darstellung zu Tabelle VIIa. 








Isovaleriansfiure . 202 0,73 


Erwahnt sei noch, daB der 
GréBenordnung nach die Ad- 
sorption an 0,1 proz. Gelatine 1 
etwa der an 5Sproz. Stirke - |. LP ae 
gleichkommt. Apb. 10. Graphische Darsteliung zu Tabelie VIIb 


ergibt sich: {" 
Adsorbendum « > « 
sw 
Ny 
Buttersiure . . . 877 | 0.84 & 
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B. Versuche bei 0 und 36°. 


Um der Frage niher zu treten, welchen Einflu8B die Temperatur auf 
die Adsorption an hydrophile Kolloide ausiibt, stellten wir einige orientierende 
Versuche an, die der Vollistandigkeit wegen hier mitgeteilt werden sollen. 
Es wurden Versuchsreihen bei zwei verschiedenen Temperaturen angesetzt, 
indem die Lésungen — mit und ohne Zusatz von Kolloiden — einmal 
im Wasserbade auf 36° erwirmt und einmal mit Eis auf 0° abgekiihit 
wurden. Wihrend des Tropfversuchs war die Pipette, um Temperaturverluste 
méglichst zu vermeiden, in einem auf 36° gehaltenen Warmekasten bzw. in 
einem mit Eiswasser gekiihlten Glasbehalter untergebracht. Bei letzterer 
Versuchsanordnung war allerdings eine Wiedererwirmung um 3 bis 4° 
nicht zu verhindern. Wie Tabelle [IX und Abb. 11, 12 dartun, gelangt man 
in den bei 0° mit Kolloiden ausgefiihrten Versuchen zu Punkten, die vollig 
im Bereich der zugehérigen Eichkurve liegen oder, wie bei der Adsorption 
von Butterséure an Gelatine, nur wenig von ihr entfernt sind. Die Adsorption 
wire demnach bei 0° aufgehoben oder mindestens stark herabgesetzt. 
Dieses Ergebnis ist um so bemerkenswerter, als bisherige in dieser Richtung 
ausgefiihrte Untersuchungen im allgemeinen nur eine maBige Abhangigkeit 
der Adsorption von der Temperatur ergeben haben. Bei 36° laBt sich, wie 
Tabelle X, XI und Abb. 13, 15 zeigen, eine deutliche Adsorption nach- 
weisen, die ebenfalls dem Adsorptionsgesetz gehorcht (Abb. 14, 16). Merk- 
wiirdigerweise ist die Adsorption der Buttersiure geringer als bei Zimmer- 
temperatur. Doch ist dieses Resultat wegen der Unsicherheit der Methodik 
mit Vorsicht zu beurteilen. 


Tabelle VIII. 


Butterséure und Isovalerianséiure in wisseriger Lésung bei 0 und 36° C. 
(Vgl. Eichkurven in Abb. 11, 12, 13, 15.) 








a) Buttersdure b) Isovaleriansaure 


Tropfenzahl Nr. | Konzentration Tropfenzahl 
(Mol|Liter) (Wasser = 100) | (MollLiter) (Wasser = 100) 
Le ey eee bee Ft | 


00138 | ill 


0,0442 109 | 
0,0536 111 | 00,0160 | 113 
| 


0,0796 116 | 00234 | 118 
0,0992 119 0,0328 126 
0,1432 129 0,0440 134 
0.1874 134 0,0578 142 
0,2926 149 0,0846 156 
(Wasserwert = 94. 
0,0424 | 112 0,0118 
0,0776 | 117 | 0,0152 
0,1048 126 | 0,0228 
01506 137 | 0,0278 
0,1978 147 | 0,0428 
0,2880 | 0,0542 
| 00848 
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Tabelle 1X. 


Versuche mit Buttersiure und Isovaleriansiure in 5proz. Stairke- und 
0,5proz. Gelatinelésung bei 0°. 








a) Buttersaure 
Tropt hi Gesamt- 
(Reine Starke-u. Konzentration 
Gelatinelésung der Buttersaure 
= 100) (MolfLiter) 





Kolloid 


110 
117 
120 
130 
135 
147 


0,0414 
0,0812 
0,0972 
0,1460 
0,1992 
0.2770 


5 proz. 

Starke- 

lésung 
(T zahl 
Shoe Sauren 





0,0508 
0,0794 
0,1000 
0,1504 
0,1950 
0.2764 


110 
114 
118 
127 
131 
140 


0,5 proz. 
Gelatine- 
losung 


(Tropfenzahl 
ohne Sauren 





Tabelle X. 


Versuche mit Butterséure in 5proz. Starke- 


bei 36°. 





Tropfenzah! 
(Reine Starke u.. Konzentration d. 
Gelatinelosung 

= 100) 


b) 


119 
124 


Isovaleriansaure 


Gesamt- 


Isovaleriansaure 
(Mol{Liter) 


0,0222 
0,0276 
0,0418 
0,0544 
0,0814 





0,0178 
0,0316 
0,0380 
0,0506 
0,0664 
0,0940 


und 0,5proz. Gelatinelésung 





Tropfenzah! Gesamtkons 
(Reine zentration | 

_ | Starke- und der 
selatines Buttersaure 


| Gleich- 


0,0838 
0,1100 
0,1592 
0,2090 
0.2956 


0,064 
0,084 
0,115 
0,149 
0,206 


5 115 
proz. 
Starke- 120 
lésung 128 
(Tropfenzabl 
ohne Butters 136 
siure = 98.) 
149 


aa 0,052 

,5 proz. 

Gelatine- 0,064 
lésung 0.091 


0,115 
0,165 





= 


G tration ¢ (Millis 
lésg.= 100) (MoljLiter) | (Mol/Liter) mol/Liter) 


19,8 
26,0 
44,2 
60,0 
89,6 


33,2 
41,2 
68,4 
83,8 

127,4 


Adsorbierte 
Menge a 





log ¢ 


—1,19 
— 1,08 
— 0,94 
— 0,83 
— 0,69 


— 1,28 
—1,19 
— 1,04 
— 0,94 
— 0,78 
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Abb. 11. Graphische Darstellung zu Abb. 12. Graphische D lung zu Tabelle IXb. (Versuche mit 
Tabelle IXa. (Versuche mit Butters Isovaleriansaure bei 0°.) Eichkurve ausgezogen. 
siure bei 0°.) Eichkurve ausgezogen. < Punkte der Stirkekurve. + Punkte der Gelatinekurve 

 Punkte der Stirkekurve. 

+ Punkte der Gelatinekurve. 
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Gesamthonzentration ——» <=—lgc 
Abb. 13. Zu Tabelle X. Graphische Darstellung der Abb. 14. Zu Tabelle X. Adsorptions- 
Tropfversuche mit Buttersiure bei 36°. E£ = Eich isothermen von Buttersdure an 5 proz. 
kurve. Starke und 0,5proz. Gelatine bei 36° im 
logarithmischen Netz. 
180 
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Abb. 15. Zu Tabelle XI. Graphische Darstellung der Tropf- Abb. 16. Zu Tabelle XI. Adsorptions- 
versuche mit Isovaleriansiure bei 36°. E = i rmen von Isov dure an 

5 proz. Stirke und 0,5proz. Gelatine bei 
3@ im logarithmischen Netz. 


urve. 
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Tabelle XI. 


Versuche mit Isovaleriansaéure 
in 5proz. Starke- und 0,5proz. Gelatinelésung bei 36°. 





Troptenzah! Gesamtkon- Gleich- : 
] } (Reine zentrationd. gewichts- ——— 
Kolloid Nr. || Starke und Isovaleriane konzen. | “*"8* @ 
Gelatine- saure tration ¢ (Milli. 
lésg. = 100) | (MoljLiter) (MolfLiter) mol/Liter) 


log ¢ 


113 0,0166 —0,0108 63 
118 0.0234 0,0149 8.5 
124 0,0308 —-0,0197 111 
131 0.0394 0,0254 14.0 
140 0.0538 0.0336 20,2 
154 0.0764  0,0478 28.6 


116 0,0228 0,0130 | 9,8 
121 0,0294 0,0171 12,3 
129 0,0418 0,0239 17,9 
137 0,0536 | 0,0309 22,7 
152 0,0820 0,0457 36,3 


5 proz. 

Starke- 

lésung 
(Troptenzahl | 


ohne 
Isovalerian- 
saure = 97.) 
0,5 proz. 
Gelatine- 


lésung 
(Troptenzahl 
ohne 
Isovalerian- 
saure = 108.) 


Oronwe ACrwWhe 


Zusammenfassung. 

1. Es wird der Versuch gemacht, die Adsorption an hydrophile 
Kolloide quantitativ zu verfolgen. 

2. Als Adsorbentien dienen Sole von Stirke und Gelatine, als 
Adsorbenda zwei kapillaraktive Siuren, Buttersiure und Isovalerian- 
siure. 

3. Der Riickgang der Oberflichenspannungserniedrigung nach 
Zusatz von Kolloiden gilt als MaB der Adsorption. Die Messung der 
Oberflichenspannung erfolgt mittels der Tropfmethode von Rona und 
Michaelis. 

4. Bei Zimmertemperatur und bei 36° ergibt sich ein Verhalten, 
das dem Freundlichschen Adsorptionsgesetz geniigt. 

5. Mit steigender Konzentration des Adsorbens scheint sich die 
Adsorption einem Grenzwert zu nahern. 

6. Bei 0° scheint die Adsorption stark herabgesetzt oder véollig 
aufgehoben zu sein. 


Herrn Prof. H. Freundlich, Berlin-Dahlem, sind wir fir wertvolle 
Ratschlage zu Dank verpflichtet. 


Literatur. 


1) L. Berczeller, diese Zeitschr. 66, 207, 1914. — 2) P. L. du Noiiy, 
Journ. exper. med. 36, 115, 1922. — 3) L. Farmer Loeb, diese Zeitschr. 186, 
190, 1923. — 4) H. Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., 5S. 739, 1922. — 
5) Jac. Loeb, Journ. Amer. chem. soc. 44, 213, 1922. 








Uber die Ursache 
der rapiden Katalaseverarmung yon Blutlésungen. 


Von 
0. Steppuhn und A. Timofejewa. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstitutes zu Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


LaBt man eine verdiinnte Blutlésung bei Zimmertemperatur oder 
besser im Thermostaten stehen, so beobachtet man eine rapide Ver- 
armung dieser Lésung an Katalase oder genauer — der Fihigkeit, 
Wasserstoffsuperoxyd zu zerlegen. Dieses tritt ein, ob man Vollblut 
oder defibriniertes Blut nimmt. 


Wie wir bereits an anderer Stelle!) hervorhoben, verlauft der ProzeB 
mit der gréB8ten Geschwindigkeit in den ersten 30 Minuten, dann immer 
langsamer, um nach etwa 2 Stunden ein ziemlich konstantes Niveau zu 
erreichen. Diese Verhiltnisse werden durch die Abb. 1 illustriert. Abb. 2 
zeigt den Grad des Katalaseschwundes in Abhangigkeit von der Ver- 
diinnung des Blutes. 











Abb. 1. Abb. 2. 


Wir werden im weiteren Gelegenheit haben, auf die Interpretation det 
Abb. 2 noch zuriickzukommen. 

Batelli und Stern*) haben bereits beobachtet, daB Organextrakte 
zerstérend auf Katalase einwirken, und dieses mit der Existenz einer 
,,Antikatalase“ erklart ; es mag diese Erscheinung mit der oben beschriebenen 
in irgend einem Zusammenhange stehen. Neuerdings haben A. Bach und 
Zubkowa*) dem bei Blutlésungen erhobenen Befunde eine andere Erklairung 
gegeben und praktisch zu verwerten versucht. 


1) 0. Steppuhn und A. Timofejewa, diese Zeitschr. 186, 213. 
2) Batelli und Stern, C. r. Soc. Biol. 58, 235, 1905. 
8) Bach und Zubkowa, diese Zeitschr. 125, 283. 
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Auf den Beobachtungen von Wdntig und Steche') fuBend, daB ge- 
reinigte Katalase durch Trypsin zerstért wird und in Ubereinstimmung 
mit einigen Befunden, daB reine Fettkatalase deutliche EiweiBreaktionen 
zeigt, glauben genannte Autoren, daB es die Protease der Blutlésung ist, 
welche entweder die Katalase selbst oder das auf Eiwei8 als Schutzkolloid 
adsorbierte Ferment angreift. Dafiir soll auch die Tatsache sprechen, daB 
die Katalase bei niedrigerer Temperatur (17°) besser arbeitet als bei héherer 
(37°), daB, mit anderen Worten, die Protease bei 37° rascher die Katalase 
zerstort als bei 17°. 


Dieses fiihrt A. Bach und Zubkowa (s. oben) zu einer Methode 
der Proteasebestimmung im Blute: je mehr Protease, desto stirker 
wird die Katalase bei Temperaturerhéhung zerstért. Die Bestimmung 
wird mit Lackblut 1 : 1000 ausgefiihrt. Was die Einzelheiten der Be- 
stimmungsmethode anbetrifft, so wollen wir hier nicht darauf eingehen, 
es sei auf das Original verwiesen —, jedenfalls ist sie einfach, rasch 
ausfiihrbar und manipuliert mit den geringsten Blutmengen. Alller- 
dings wird man bei wissenschaftlichen Arbeiten wohl kaum Gelegenheit 
finden, sich fiir die Gesamtproteasen des Blutes und in einem so wenig 
,»,physiologischen* Zustande, wie eine 1: 1000-Lésung im destillierten 
Wasser, zu interessieren; denn Serum ist im gewissen Sinne Abwasser 
und Trager der ausgeschwemmten Proteasen, die Zellelemente des 
Blutes ganz allgemein ein Gewebe und Trager der Organprotease, das 
Lackblut also ein Gemisch dieser beiden Fermentgruppen mit ganz 


verschiedenen Aufgaben und Funktionen. Dagegen kénnte bei ge- 
wissen pathologischen Zustinden eine so ausgesprochene Verschiebung 
der Gesamtprotease einer Blutlésung beobachtet werden, daB eine 
entsprechende abnorme ,,Zahl*‘ diagnostische Bedeutung gewinnen 
kénnte. Das alles, wenn die Katalaseverarmung von Blutlésungen 
irgendwie mit der Aktion von Protease zusammenhingen wiirde. 


Von rein theoretischem Standpunkte muB bemerkt werden, dab 
die Bedingungen der Versuche von Wédntig und Steche ganz andere 
sind wie diejenigen in verdinntem Blute. Vor allen Dingen ist das 
Antitrypsin nicht aus dem Wege zu riumen: es ist bekannt, wie aktiv 
es im Blutserum ist und wie miichtig es auch die Blutkérperchen- 
proteolyse (Autolyse) hemmt, wenn Gesamtblut autolysiert wird. Es 
ist eben das Antitrypsin nicht nur gegen Pankreasprotease, sondern 
auch gegen Leucoprotease und Organproteasen®) titig — somit gegen 
alle Blutproteasen, dagegen, wie es scheint, nicht gegen die Pep- 
tasen’). Es wire somit merkwiirdig, wenn trotzdem die Katalase 
sofort und verhiltnismaBig so kriftig von den Blutproteasen an- 


') P. Wantig und Steche, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 288. 
*) J. Baer und A. Loeb, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm, 58, 1. 
3) U. Lombroso, ref. Biochem. Centralbl. 14, 585. 
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gegriffen wire; oder miBte man eine peptische Wirkung annehmen, 
dann wiiren ja aber damit nicht die ,,Proteasen“ bestimmt. 

Eine Méglichkeit bleibt offen, daB beim Verdiinnen des Blutes 
die Antiprotease ausgefillt wird. Dieses in dem Falle, wenn sie ein 
Globulin wiire!). Dieses miiBte viel eher eintreten als bei einer Ver- 
diinnung 1: 200. Wenn wir aber die Abb. 2 betrachten, so sehen wir, 
daB nach einer Stunde bei Verdiinnung 1: 100 und 1: 200 tiberhaupt 
kein Katalaseschwund eintritt. In dem Intervall von 1 : 200 und 1 : 400 
offenbart er sich und bleibt auf demselben Niveau bis zur Ver- 
diinnung 1 : 1000. 

Um die Frage experimentell zu entscheiden, wurde ein autolysischer 
Versuch mit defibriniertem Blut angestellt in der Verdiinnung von 1: 150 
und 1: 600. Sollte in diesem Intervall die Ausfillung von Antitrypsin 
stattfinden, dann miiBte die Probe 1: 600 in derselben Zeit starker auto- 
lysiert sein, wie die Probe 1: 150. 





Tabelle I. 
Menge | Nach Barnstein in kong. N ae 
com | mg megs 
Blut A, 1:150../ 1 14 ) 
Blut A, 1:600..| 1 16 j 72 Std 
Blut B, 1:150. . 1 15 || 
Blut B, 1:600..| 1 15 j 48 Std 


Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, verliuft die Autolyse in 
beiden Konzentrationen in gleichem MaBe, es fallt somit die oben 
gemachte Annahme fort. 

A. Bach und Zubkowa (s. oben) haben nach ihrer Methode beim 
Menschen die Proteasezahl 3 bis 5 erhalten. Wir haben in vielen Ver- 
suchen Kaninchenblut auf die Proteasezahl untersucht und fanden 
dieselben Zahlen 3 bis 5. Der Katalaseschwund trat genau wie bei 
Mensch und Meerschweinchen ein, und doch hatte man geringere 
Zahlen erwarten miissen, weil gerade dem Kaninchen ein Hauptanteil 
der Blutproteasen — die Leucoprotease — fehlt?). tsprechend 
autolysiert das Kaninchenserum sehr schwach und nach geraumer 
Zeit (eigene Versuche), man hat auch im Serum kaum Protease nach- 
weisen kénnen*). Klinisch wird das dadurch bestitigt, daB beim 
Kaninchen niemals diinnfliissige profuse Eiterungen, sondern héchstens 
Verkasungen beobachtet wurden. 

Diese Tatsachen scheinen darauf hinzuweisen, dai die Katalase- 
verarmung verdiinnter Blutlésungen nicht auf einer Proteasewirkung 


1) T. Sugimoto, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 74, 14. 

2) E. Orsini, Biochem. Jahrb. 9, 258. 

8) Pfeiffer, Miinch. med. Wochenschr. 20, 1099, 1914; Heilner und 
Pénsgen, ebendaselbst 8, 402, 1914. 
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beruhen kann. Endgiiltig konnte die Frage aber nur durch direkte 

Beweise geklart werden und vor allen Dingen durch einen Vergleich 

; des Katalaseschwundes einer 1: 1000 verdiinnten Blutlésung ohne 
’ Zusatz und mit Zusatz von Trypsin. 

Die Resultate sind in den Tabellen II, III und IV zu ersehen. 


It 


Ill 


Tabelle II. Versuch 324. 





Katalasezahbl 
Zeit 

I I Il 
ae 11,2 11,4 11,2 
Nach '/, Stunde . 10.0 10.2 | 100 
Nach 1 Stunde . 8,8 8.7 | 88 
Nach 1'/, Stunde 8.5 8.3 83 
Nach 2 Stunden 8.5 80 | 80 


Blutlésung 1: 1000. 

Blutlésung 1: 1000, Natriumcarbonatgehalt 0,0001 Proz. 
(Kontrolle. ) 

Blutlésung 1: 1000, Natriumcarbonatgehalt 0,0001 Proz., Trypsin- 
gehalt 0,005 Proz. 


Tabelle III. Versuch 333. 





i| Katalasezah| 
Zeit t-—_——__—— 
l I Il I 
eae 11,1 | 11,1 11,4 
Nach 1 Stunde . 9,0 9.7 | 9.5 
Nach 2 Stunden . 8,7 95 | 94 
Nach 2'/, Stunden 83 | 8.5 8,7 


Blutlésung 1: 1000. 

Blutlésung 1: 1000, Natriumcarbonatgehalt 0,001 Proz. 
(Kontrolle.) 

Blutlésung 1: 1000, Natriumcarbonatgehalt 0,001 Proz., 
Trypsingehalt 0,05 Proz. 


Tabelle IV. Versuch 338. 





Katalasezabl 
Zeit 
I i 1 
GR sé See <2 | 168 168 | 17,0 
Nach 2 Stunden _e_—si13,9 13,8 13,6 


I, I, Ill wie im Versuch 333. 


In allen Versuchen wurde die Katalasezahl nach A. Bach und Zubkowa 
(l. ce.) bestimmt. Wiahrend der Dauer der Versuche befanden sich die ein- 
zelnen Kélbchen im Thermostaten bei 37°. 





Wie ersichtlich, ist unter den obwaltenden Versuchsbedingungen 
von einem Angriff der Katalase durch Trypsin keine Rede, eher wird 
der Katalaseschwund durch die Sodalésung etwas zuriickgehalten. 
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Dieses bedeutet aber auch, daB das Erepsin als ein Ferment vom 
peptolytischen Typus die Katalase unter diesen Bedingungen nicht 
angreift, denn das kiufliche Trypsin enthalt immer Erepsin und kann 
von diesem nur auf besondere Art (Fibrinklocke) getrennt werden, 
was gerade auch Wdntig und Steche in ihren Arbeiten erwihnen. Obige 
Versuche ergeben somit ein folgendermaBen formulierbares Resultat : 
Unter dem EinfluB von Trypsin wird die ,,Proteasezahl** (nach Bach 
und Zubkowa) einer Blutlésung nicht verdndert. 


Es sei auch ein spezieller und diesbeziiglicher Versuch ausgefiihrt. 


Tabelle V. 





Katalases Protease 
zahl zahl 


Witte Ce Fee Oe ee, Ve ae PF ap 
Sodahaltige Blutlésung 1:1000 (Kontrolle) .. .. .. || 9,7 7 
Soda- und trypsinhaltige Blutlésung (1:1000) .... | 95 


2, 
> 
2, 


Es schien uns von Bedeutung, festzustellen, in welchem Anteil 
des Blutes — dem Serum oder den Blutkérperchen — jener Faktor 
zu suchen ist, der den Katalaseschwund hervorruft. 


Blut wurde defibriniert, Serum von den Zellelementen auf der Zentrifuge 
scharf getrennt, mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und die 
Katalasezahlen sofort und nach einer gewissen Zeit bestimmt. Da der 
Katalasegehalt des Serums sehr gering ist und die Katalase des Gesamtblutes 
hauptsachlich an die Erythrocyten gebunden ist, so muBten wir Serum 
in Verdiinnung 1: 100 und die Erythrocyten in Verdiinnung | : 5000 an- 
wenden, um die Bachsche Versuchsanordnung beizubehalten. 


Tabelle VI. 





Katalasezahl 


Serum Erythrocyten Serum * | Exytheoc yten Serum 
1:100 1: 5000 1:100 1: 2500 1: 100 





eer rere 1,4 6,0 2,2 12.9 2.0 
Nach i Std. bei 37°C 14 4,0 2,1 11,2 2,0 
Wie ersichtlich, spielt sich die Katalaseverarmung nur in der 
Lésung roter Blutkérperchen ab, Serum enthilt zwar geringe Mengen 
Katalase, die entsprechende Zahl bleibt aber nach Verlauf einer Stunde 
auf demselben Niveau. Dieses widerspricht um so mehr der Annahme, 
daB es die Blutproteasen sind, welche die Katalase angreifen, da ja 
gerade das Serum alle Arten der Proteasen enthialt, ausgeschwemmte 
Organproteasen inbegriffen. Es hitte der Zweifel auftauchen kénnen, 
daB bei der Serumverdiinnung |: 100 das Antitrypsin die Proteasen- 
wirkung hemmt — dann miiBte durch Wegschaffung der Protease- 
hemmung die Proteasewirkung sich offenbaren. Ohne sich gezwungen 
zu sehen, den Einflu8B von Chloroform auf Serum, wodurch die proteo- 
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lytischen Fahigkeiten des Serums bloBgelegt werden, mit Jébling nach 
Jébling zu erkliren, ist das Faktum der Serumchloroformwirkung nicht 
wegzuleugnen und schon seit langem bekannt, es konnte auch neuer- 
dings mit der Jéblingschen Methodik bestatigt werden'). Nach Be- 
handlung von Serum mit Chloroform haben auch wir eine bedeutende 
Steigerung der Serumautolyse des 6fteren wahrgenommen. 

Es wire zu erwarten, da8 die Einwirkwag eines solchen Serums auf die 
Katalase im Sinne eines erhéhten Katalaseschwundes sich auch wiirde 
konstatieren lassen, wenn eine solche Einwirkung bei den gegebenen Ver- 
haltnissen tiberhaupt bestainde. Wie aus der Tabelle VJ/ zu ersehen ist, 


trat aber dieses nicht ein. 
Tabelle VII. 





Katalase- Protease. 


zahl zabl 

Serum 1:50 . ST Ce ae en ee er ae 16 0 
Serum 1:50, vorerst nach Jdébling mit Chloroform be- 

ae Gs <b s bk Oak S A ae eee oa 2k 15 0 

eee a a eee oe uk eo ee es 53 3,4 


Somit scheint auch dadurch der Beweis geliefert zu sein, daB die 
Tryptasen nicht auf die Katalase in Blutlésungen einwirken. Zur 
Festigung dieses Befundes wurde auch versucht, ob das sonst anti- 
tryptisch wirkende dlsaure Natrium®) auch die angebliche protelysische 
Zerstérung der Katalase hemmt. Es stellte sich heraus, daB Zusatz 
von élsaurem Natrium zur Blutlésung 1: 1000 den Katalaseschwund 
der Lésung nicht beeinfluBt — ein weiterer Beweis, daB der Katalase- 
schwund nicht auf einer Proteasewirkung beruht. 





Tabelle VIII. 
Natr. olein.L5eung in 10 ccm Blutlésung 1 : 1000 
0 (0,05 ccm 0,lccom 0,2 com 0 (|05ccem, leem 20ccem 25cm 
Katalasezah! 
sofort .. 13,3 13,3 | 133 13,3 12,1 12,1 12,1 12,2 12,4 
Katalasezahl 


nach 2 Std. im 
Thermostaten 10,7 | 11,0; 10,7) 107) 7,0 7,1 6.8 6,9 6,8 


Zum Schlu8B méchten wir einen Versuch anfiihren, den zu erkiiren 
wir noch nicht imstande sind — dariiber sollen weitere Versuche an- 
gestellt werden —, der aber, wie es uns scheint, auch gegen die Er- 
klarung des Katalaseschwundes verdiinnter Blutlésungen durch 
Proteasewirkung spricht. Bereitet man sich eine Blutkérperchen- 

1) Slowzoff und Xenofontowa, Russ. phys. Journ. 2, 261, 1919 (russisch). 

2) S. W. Jébling und F. Peterssen, Zeitschr. f. Immun. 1, 23, 71, 1914; 
Chem. Ber. 1915, I, 904; Slowzoff und Xenofontowa, |. c.; Herbert Kahn, 
Klin. Wochenschr. Nr. 29, 8S. 1364. 


Biochemische Zeitschrift Band 146. 8 
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auflésung in destilliertem Wasser (Haimolysat) 1: 1000 und laBt die 
Lésung bei 37° stehen, so tritt der é6fters beobachtete Katalaseschwund 
ein, der anfangs rascher, spiter langsamer verliuft und nach etwa 
2 bis 3 Stunden beinahe zum Stillstand kommt (s. auch Abb. 1). 

Ganz anders verliuft der ProzeB, wenn man rote Blutkérperchen 
1: 1000 in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert. Die Himolyse 
tritt dann erst bei der Bestimmung der Katalasezahl ein. Unter diesen 
Bedingungen tritt sehr bald ein ganz enormer Katalaseschwund ein, 
nach einer weiteren Stunde und spiter wird aber das friihere Niveau 
erreicht und sogar iiberschritten. Tabelle IX und Abb. 3 illustrieren 
das Gesagte. 

Tabelle IX. 
Versuch 466. Versuch 467. 





Katalasezahl Katalasezahl 


Blutkérperchen 
in dest. Wasser 
1: 1000 
|| Blutkérperchen 
| in Kochsalz. 
lésun 
1 1000 
Blutkérperchen 
in dest. Wasser 
1: 1000 
Blutkérp. rchen 
in Kochsalz- 
losung 
1: 1000 


1] 


i ee oe Be ite & ae... S 
Nach 40 Min. . 11.1 49 Nach 68 Min. 
i 10,2 6.5 , 140 
. ae 9,7 7,0 , 205 
ee 95 7,5 

bei 35° C. 





Aus der Tabelle [X ersehen wir vor allen Dingen die bekannte 
Tatsache, daB NaCl die Katalasewirkung hemmt: die Anfangszahlen 
sind in destilliertem Wasser héher. 
Sollte der weitere Katalaseschwund 
auch noch eine hemmende Salzwirkung 
bedeuten, so ist fiir die Regeneration 
keine Erklirung zur Hand. 
Héchstwahrscheinlich hat aber 
der Katalaseschwund in destilliertem 
ae + Wasser wie in Kochsalzlésung dieselbe 
Zett —> Ursache. Sollte es Proteasewirkung 
Abb. 3. sein, die doch nur endgiiltig die Katalase 
zerstéren kann? Von einer Katalaseaktivierung durch Kochsalz nach 
erfolgter Depression ist jedenfalls nichts bekannt. Es sind Versuche 
im Gange, diese merkwiirdige Erscheinung zu erkliren. 
Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB alle von uns angestellten 
Versuche gegen die Méglichkeit einer Katalasezerstérung durch Blut- 
protease in verdiinnten Blutlésungen sprechen. 


KNatalasezah/ —» 

















Versuche zur Erfassung einer tierischen Urease. 


Von 
0. Steppuhn und Xenia Utkin-Ljubowzoff. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstitutes in Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das harnstoffspaltende Ferment — die Urease — ist im Pflanzen- 
reich ganz allgemein verbreitet, und zwar nicht nur in Samen und 
Keimpflanzen, sondern auch in Friichten') und Stengeln®) (Stroh) 
hat man sie finden kénnen. Die Bedeutung der pflanzlichen Urease 
ist klar: die Pflanze geht duBerst sparsam mit ihren Stickstoffquellen 
um; da der Harnstoff Oxydationsendprodukt darstellt, so wiirde er, 
wenn er bei den Wandlungen der Proteine tiber Arginin abzuspalten 
ist, unverwertet liegen bleiben miissen, ware nicht durch die Urease Ge- 
legenheit geboten, ihn in das verwertbare kohlensaure Ammoniak um- 
zuwandeln. Eine andere Frage, die uns hier weiter nicht beschiaftigen 
soll, ist, ob Arginin die einzige Bildungsquelle fiir den pflanzlichen 
Harnstoff darstellt, es ist ja klar, daB gerade die Urease uns daran 
hindert, richtigen Einblick in die quantitativen Verhaltnisse der Harn- 
stoffumwandlungen der Pflanzen zu gewinnen. Im tierischen Organis- 
mus sind die Bedingungen ganz andere. Das Oxydationsendprodukt — 
der Harnstoff — ist ein Ausscheidungsprodukt, wobei ein Ausscheidungs- 
apparat vorhanden ist. Da sollte man ja vielleicht nicht nach einem 
anderen Modus suchen, der dazu fiihrt, sich des Harnstoffs zu ent- 
ledigen, mit anderen Worten: der tierische Organismus braucht keine 
Urease. Indessen gibt es doch Zustande, welche mit einer Verminderung 
der Harnstoffausscheidung und mit VergréBerung der Ammoniak- 
ausscheidung einhergehen. Bei Acidose muB die sich pathologisch 
bildende Saéure durch Ammoniak abgestumpft zur Ausscheidung ge- 
langen, und sicher ist es und vielmals beobachtet, daB dieses, direkt 
oder vielleicht indirekt, auf Kosten des zur Ausscheidung gelangenden 
Harnstoffs geschieht. 

Daran ankniipfend, versuchten wir Bedingungen zu schaffen, um 
den eventuell doch auch im tierischen Organismus vorhandenen Proze} 


1) Fosse, siehe ausfiihrliche Literatur bei A. Némec, diese Zeitschr. 91, 126. 
2) A. Nemec, 1. c. 
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der Harnstoffspaltung unter solchen Verhiltnissen zu fassen, wo fiir 
eine Ureasewirkung, wenn eine solche tiberhaupt vorhanden wire, 
die giinstigsten Bedingungen vorliegen. 

Dabei wurden wir durch folgende Gedankengiinge geleitet. Das 
Optimum der Pflanzenureasewirkung liegt bei neutraler, eher schwach 
saurer Reaktion. Wir haben dieses schon vor Jahren beobachten 
kénnen, als wir die Methode der Harnstoffbestimmung im Urin nach 
Hahn und Saphra') dahin modifizierten, daB das Endresultat nicht 
durch eine endgiltige Titration des sich bildenden Ammoniumcarbonats 
bestimmt wurde, sondern durch eine Reihe von Titrationen in kiirzeren 
Abstinden, wodurch immer wieder eine schwach saure Reaktion und 
also giinstige Bedingungen zur Weiterarbeit des Ferments hergestellt 
wurden?). Inzwischen ist ja die Anwendung der Puffer mit pq nahe an 7 
bei solchen Bestimmungen*®) und das Optimum der Ureasewirkung 
bei py = 7,2 bis 7,5 durch die Arbeit von P. Rona und Gyérgy*) be- 
kannt geworden. Unsere eigenen Bestimmungen gaben eine noch 
mehr nach der sauren Seite verschobene Zahl, und zwar py = 5 bis 6 
fir Soja- wie fir Robiniaurease, wobei allerdings nur die anfangliche 
Wasserstoffionenkonzentration bekannt war und die Dauer des Ver- 

suches 20 Stunden fiir Soja- und 


5 3 Stunden fiir Robiniaurease umfaBte. 
gic | Die dabei erhaltenen Werte sind durch 

"7 « Githtey 7, | die folgenden Kurven illustriert. 
i F \ P DaB fiir die Pflanzenurease das 
~ Optimum nicht im alkalischenMedium 
# | liegen kann, ist verstindlich, denn der 
| Pflanzensaft ist sauer und die Pflanzen- 
fermente miissen ihre Titigkeit bei 


einer solchen Reaktion entfalten 
} a a a a A rE kénnen. Sollte eine tierische Urease 
Abb. 1. Ureasewirkung bei verschiedener pg. ©Xistieren, so kénnte wohl ihr Opti- 
++ Amerikan. Fermentpriparat. mum nicht erst bei der schwach alka- 
cenmennates prip lischen Reaktion der Safte und Gewe be 
liegen, denn dann wiirde der Harnstoff sich nirgends ansammeln kénnen 
und kénnte auch nicht als Ausscheidungsprodukt fungieren; gerade 
aber deswegen braucht der tierische Organismus keine Urease unter 
normalen Bedingungen. 
Sollte aber die Neutralisation der sich pathologisch bei Acidosis 
bildenden Siéuren durch Ammoniak auf dem Wege des im nétigen 








1) Hahn und Saphra, Deutsch. med. Wochenschr. 9, 430, 1914. 
2) Steppuhn und Wachmistrowa, Klin. Med. (russ.) 1921, Nr. 4. 
3) van Slyke und Cullen, Journ. of biol. Chem. 19, 141. 

*) P. Rona und Gyérgy, diese Zeitschr. 111, 115. 
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Moment sich aus Harnstoffreserven bildenden Kohlensiureammons 
geschehen, so kénnte gerade die intermediir auftretende Anreicherung 
an Wasserstoffionen als Regulator eines solchen Prozesses betrachtet 
werden. Dabei brauchte gar nicht eine aktive und anhaltende Siuerung 
der Safte oder Gewebe einzutreten. Die sich pathologisch bildende 
Saure aktiviert die Urease, die Urease liefert das Ammoniak zur Neutra- 
lisation der Siure. Wire dem so, dann miiBte auch der bekannte End- 
zustand eintreten: Anreicherung im Harne von Ammonsalzen und 
Verminderung von Harnstoff. Wenn das Blut, wie Michaelis und 
Davido}f*) zeigten, duBerst zih sich an pg = 7,5 bis 7,6 halt, so konnten 
gerade dieselben bei Coma diabeticum py = 7,12 im Blute beobachten, 
also im Zustande, wo der Mechanismus der Neutralisation versagt. 
Im Moment der Freigabe der Saure in der Zelle wire ja intermediir 
auch eine gréBere Siuerung denkbar. 

Es gingen unsere Versuche also darauf hinaus, zu versuchen, 
ob einmal eine tierische Urease aus dem Gewebe durch schwache 
Saéuren zu extrahieren sei, ob normales Gewebe in sauren Puffern 
harnstoffspaltende Eigenschaften besitze und ob bei ausgesprochener 
Acidose (Hunger, Diabetes) das Gewebe ureolytische Fiahigkeiten 
gewinne. Vor allem muBte aber auch endgiiltig festgestellt werden, 
ob normales tierisches Gewebe Urease enthalt. 

Es schreibt zwar C. Oppenheimer in seiner Monographie ?*), daB tierische 
Urease nicht zu existieren scheine, es liegen aber Versuche vor, die in 
normalen tierischen Geweben Urease bewiesen zu haben glauben. Einmal 
berichtet M.Jacoby*) in einer dlteren Arbeit iiber einen diesbeziiglichen 
positiven Versuch mit Lebersaft; in jiingerer Zeit haben J. Tanaka‘) in Milz, 
G. Rovere*) in der Thymus und L. Buetow*) in der Hypophyse ein harnstoff- 
spaltendes Ferment gefunden ’). 

Die Versuche von Tanaka und Buetow sind, mit fabrikmaéBig her- 
gestelltem Organpulver durchgefiihrt, vollkommen gleich, was die Methodik, 
und sehr ahnlich, was die Resultate anbetrifft, und doch waren es nicht nur 
verschiedene Organe (Milz und Hypophyse), sondern auch verschiedene 
Tiere (Pferd und Schwein). 

Es schien uns, da8, wenn iiberhaupt eine tierische Urease vorhanden 
wire, sie doch vor allen Dingen in der Leber, in dem fiir die Harnstoff- 
bildung verantwortlichen Organ, zu suchen ist. Eine Reihe von Versuchen 
wurde mit gewéhnlichem LeberpreBsaft angestellt. Bei einer anderen Reihe 
wurde der Leberbrei mit n/100 HCl bis zur schwach sauren Reaktion 


1) L. Michaelis und W. Davidof/, diese Zeitschr. 46, 131. 

2) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1914. 

3) M. Jacoby, Zeitschr. f. phys. Chem. 30, 149. 

*) T. Tanaka, diese Zeitschr. 87, 260. 

5) G. Rovere, Biochem. Centralbl. 18, 80. 

*) L. Buetow, diese Zeitschr. 54, 40. 

7) Wir halten es fiir verfriiht, auf die Mitteilungen von A. Lublin, 
diese Zeitschr. 188, und P.Gyérgy und Th. Stensirém, ebendaselbst 128, 
einzugehen. 
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durchfeuchtet, kurze Zeit stehengelassen und dann abgepreBt. Hahn und 
Saphra bedienten sich bereits einer Extraktion der Urease mittels schwacher 
Siure aus Sojabohnen. Vor Exstirpation der Leber wurde bei den Kaninchen- 
versuchen das Tier an der Carotis entblutet und durch die V. jugularis mit 
physiologischer Kochsalzlésung durchspiilt. Die Methodik der Ammoniak- 
bestimmung bleibt tiberall gleich: der Inhalt der einzelnen K6lbchen wurde 
in einen 400-cem-Rundkolben unter Nachwaschen mit Wasser gegossen, 
20 cem 5proz. Magnesia, welche vorher % Stunde gekocht hatte, und 
5ccem Methylalkohol zur Verhiitung von Schiumen hinzugegeben. Es wurde 
im Vakuum bei etwa 20 bis 25 mm bis zum Trocknen destilliert, wobei der 
Kolben auf dem Wasserbade bis 40°C erwirmt wurde. Das Ammoniak 
wurde in n/10 H,SO, aufgefangen. 


Tabelle I. 
Kaninchenleber. Dauer 96 Stunden. 
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Haustofte |W ne f N | 
| toff- t I 
9 Reet tegen ieee Le 
| cm | com | com cm mg | 
Versuch 3. . 5 a a 5 RR aes 
Kontrolle . _ 5 Oo 5 0,7 
Versuch 5. . 5 _— 10 5 0,7 01 
Kontrolle .. || — 5 10 5 0,6 ’ 
Tabelle II. 
Kaninchenleber. Dauer 96 Stunden. 
Ag eee 10 —_ ate Pb +  Lebersaft i 
Harnstoif- Wasser —_ P | mit njl00 N Diff 

lésung Pu etwa 7 HCl beb. jerenz 

com | ccm oom . com me 
Versuch 2. . 2 — | 5 2.8 21 
Kontrolle . . — 2 | 10 5 0,7 ’ 
Versuch 7.. | 2 — 10 5 4 01 
Kontrolle .. | — 2 | 0 5 10 ’ 
Versuch 8. . | 2 — | WwW 5 53 | 25 
Kontrolle . . — 2 10 5 28 | , 
Versuch 10. 15 — | WwW 5 23. CO! 03 
Kontrolle .. | — is ine 5 2,0 | ’ 
Versuch 11 15 7 10 | 5 2,95 LS 
Kontrolle .. | — eo ae 5 1,80 | ’ 

Tabelle ILI. 
Pferd. Dauer 72 Stunden. 
ye 10 | | Phosphats | Lebersaft | . 
Hametol- | Wasser | ae mit n/100 N 
lésung | | Py etwa 7 HCl beh. Differenz 
: cm | ccm | ccm ecm mg 

Versuch 18. || 2 | — 10 & 2.8 on 
Kontrolle . . | -- 2 10 5 0,3 , 
Versuch 17 2 — 10 5 3,15 3.0 
Kontrolle . . co 2 10 5 0,15 
Versuch 19 . 2 — 10 5 2,25 19 
Kontrolle . . — 2 10 5 0,35 ’ 
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Tabelle 1V. 
Hund. Dauer 72 Stunden. 
~ ll Apros. , _ Phosphaty | Lebersat 
Harnstoff- Wasser puffer mit n/100 N . 
losung Py etwa 7) HCI beb. Diierens 
I ccm cm ccm com mg 
Versuch 20 . l — 10 15 O14 | 0.14 
Kontrolle . . — 1 10 15 0 ’ 
Organpulver 
Versuch 21 5 —_ 10 052 0,56 0.36 
Kontrolle . . = 5 10 052 0.2 , 
Versuch 23 . 5 — 10 ' 05g 0,85 0.75 
Kontrolle . . -— 5 10 05g 01 — 


Aus den angefiihrten Versuchen geht vor allem hervor, daB im 
gewohnlichen LeberpreBsaft keine Urease aufzufinden ist, daB sie, 
soweit vorhanden, wahrscheinlich an die Zellelemente gebunden ist. 
Bei Behandlung des Gewebes mit schwacher Saure laBt sie sich extra- 
hieren, auch im Trockenpulver ist sie faBbar. Die ureolytische Wirkung 
ist aber sehr schwach. 

Wir kénnen keine Mittelzahlen aus unseren Versuchen ziehen, 
obgleich ja Harnstoff, auch in lproz. Lésung, immer im UberschuB 
vorhanden war. In den meisten Versuchen wurden auch 5ccm Preb- 
saft verwandt, jedoch weichen die Hundeleberversuche davon ab: 
05g Organpulver bedeuten entschieden mehr wie 5ccm Extrakt. 
Desto deutlicher kommt es zum Vorschein, daB die Hundeleber am 
wenigsten Urease enthilt, die Pferdeleber am meisten. Unwillkirlich 
muBte man daran denken, dab diese geringe Menge Urease kein physio- 
logischer Faktor des Organs ist, denn entsprechend unseren eingangs 
gemachten Betrachtungen wire durch die Saureextraktion des Gewebes, 
durch die weitere Schaffung giinstiger Wasserstoffionenkonzentration 
und lange Dauer des Versuches dem Ferment Gelegenheit geboten, 
seine Wirkung in gréBerem MaBe zu offenbaren. Vielmehr schien die 
Annahme berechtigt, daB die in der Leber gefundene Urease ihre 
Existenz der eingenommenen Pflanzennahrung verdankt und unzerstért 
resorbiert werden konnte. Dann wird auch verstindlich, daB die Hunde- 
leber so ganz geringe Mengen enthilt, schon bedeutend mehr die Pferde- 
leber, entsprechend der ureasehaltigen Hafernahrung. 

Sollte die Urease im Tierkérper nur ein zufillig resorbierter Pflanzen- 
bestandteil sein, dann kénnte man auch die sonst befremdende Tat- 
sache verstehen, daB auch Organe, wie z. B. die Hypophyse, Urease 
enthilt (Buetow, |. c.). Wir haben entsprechende Versuche mit Ochsen- 
hypophyse angestellt und konnten tatsiachlich auch dort Urease finden. 


Entsprechend unserer Annahme, daB die in der Leber auffindbare 
Urease der Pflanzennahrung entstammt, haben wir einem Hund im Ver- 
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Tabelle V. Ochsenhypophyse. Dauer 48 Stunden. 





i 2 proz. Phos ts 
| Harnstoff- Wasser puffer 

} Py etwa6,5 
} cm | ccm com 8 mg 


hey Ai 03 14 - 
5 10 03 03 

pas 20 04 10 
5 20 04 04 0.6 


Trockens 
organ N 


Versuch 30 . 5 
Kontrolle . . -- 
Versuch 31 . 5 
Kontrolle . . — 


laufe von 3 Wochen jegliche Nahrung enthalten. Dadurch wurde einerseits 
jegliche Moéglichkeit genommen, eine Urease von auBen her in den 
Hundekérper hineinzubekommen, andererseits wurde durch dreiwéchiges 
Hungern ein Zustand geschaffen, der ganz allgemein zur Acidosis, erhéhter 
Ammoniakausscheidung und verminderter Harnstoffausscheidung fiihrt. 
Nach Entbluten wurde wie gewohnlich nachgespiilt und der Leberbrei bei 
niedriger Temperatur im Luftstrom getrocknet. Es wurde die beinahe 
zehnfache Menge Organpulver verwendet (4,52), das Resultat war = 0. 


Tabelle VI. 





a elie w ——— Trockens 
losung Pass | 
cm com as 
ooo 10 45 
5 10 45 


Aus dem Versuche geht hervor, daB bei Hungeracidosis keine 
Mobilisation von Urease stattfindet, daB im Gegenteil Nahrungs- 
entziehung dazu fihrt, daB iiberhaupt keine Urease mehr in der Leber 
aufzufinden ist. Dieses bekraftigte unsere Annahme tiber den Ursprung 
der Leberurease. Nichtsdestoweniger muB gesagt werden, daB uns 
der Gegensversuch miBlang. Wir verfiitterten Kaninchen bis zu 0,3 g 
Soja- und Robiniaureasepulver und konnten dann in der Leber keine 
nennenswerte Erhéhung der ureolytischen Wirkung konstatieren. Die 
Annahme, daB die iiberschiissige freie Salzsiure des Magens das Ferment 
zerstért, was unter den Bedingungen einer Resorption aus dem Speise- 
brei weniger 2u befiirchten ist, fihrte uns zum Versuche, die Ferment- 
lésung am Magen vorbei in den Zwélffingerdarm einzufihren; die 
Leber dieses Tieres gab aber auch keine gréBeren Ureasezahlen. Somit 
ist iber den Ursprung der normalerweise vorkommenden Urease nicht 
endgiiltig zu entscheiden. Es ist immerhin die Annahme médglich, 
daB die untersuchten zwei Ureasearten (Soja und Robinia) unter 
diesen Bedingungen sich anders verhalten mégen wie die Urease aus 
Heu, Hafer usw. DaB es verschiedene Ureasen gibt, ist ja sicher, nach- 
dem M. Falk) feststellen konnte, daB Serum die Sojaurease aktiviert, 


1) M. Falk, diese Zeitschr. 59, H. 3/4. 
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die Robiniaurease dagegen nicht. Man miBte, um die Frage weiter 
zu lichten, Urease aus Heu und Hafer herstellen und deren Resorptions- 
méglichkeit untersuchen. 


Um die Frage der eventuellen Mobilisation von Urease bei aus- 
gesprochener Acidosis, also bei einem Zustande, wo die sich bildende Séure 
durch Ammoniak auf Kosten des ausgeschiedenen Harnstoffs abgestumpft 
wird, zu studieren, stellten wir einen Versuch an der Leber eines phlorrhidzin- 
diabetischen Hundes an, dessen Harn ausgesprochene Symptome einer 
eingetretenen Acidosis zeigte (Aceton, Acetessigsiure). Der Versuch verlief 
negativ, wir konnten nur eine ganz geringe Menge ureolytischer Wirkung 
des Leberpulvers beobachten, die den normalen Zahlen entspricht. 








Tabelle VII. 
Dauer 44 Stunden. 
| 2proz. Phosphat- ry ocken, 
—= Wasser aber ; organ N Differenz 
| ccem com com 8 mg 
Versuch 36 . 5 — 10 1 | 19 04 
Kontrolle . . _- 5 10 l 15 ’ 


Es wird also bei Acidosis, begleitet mit Acetonkérperausscheidung 
im Harn vergréSerter Ammoniak- und verminderter Harnstoff- 
ausscheidung, wie es scheint, kein Harnstoff aus einem Depot mobilisiert, 
um die sich bildenden Saéuren abzusiittigen, und ist ein solcher Mecha- 
nismus dem tierischen Organismus fremd. Wenn dem aber so ist, so 
muB das nétige Ammoniak auf dem Wege von Proteinen zu Harnstoff 
abgefaBt werden, was ja zu demselben Endzustand fihrt: es wird 
dann weniger Harnstoff und mehr Ammoniak ausgeschieden. 


Zusammenfassung. 


1. Normale Leber von Kaninchen und Pferd und Hund enthalten 
geringe Mengen eines ureolytischen Ferments. 

2. Im Séureextrakt der Leber lat sich dieses Ferment besser 
nachweisen, wie im gewéhnlichen PreBsaft. 

3. Es ist die Annahme nicht unberechtigt, daB diese geringen 
Mengen Ferment aus der Pflanzennahrung stammen. 

4. Das Ferment scheint jedenfalls keine physiologische Bedeutung 
zu haben, da bei Acidosis keine Mobilisation des Ferments zwecks 
Absiittigung von Siuren zu beobachten ist. 
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Zur Frage nach dem Mechanismus der Darmsekretion. 


I. Mitteilung: 


Gegenwirtiger Stand der Frage nach dem Mechanismus der Darmsekretion. 
Einige Beobachtungen iiber die Darmsekretion bei verschiedenen Bedingungen. 


Von 
8. A. Komarow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1924.) 


I. 

Nach der Entdeckung des Carnosins, Carnitins und Methylguanidins 
in Liebigs Fleischextrakt wies R. Krimberg (1) nach, daB diese Basen 
auch in ganz frischem Fleische enthalten sind, und daB dieselben pri- 
formierte Bestandteile des Muskelgewebes darstellen. Die bald darauf 
in Krimbergs Laboratorium ausgefiihrten Versuche zeigten ferner, dab 
die genannten Stoffe die Eigenschaften der Hormone besitzen, da 
dieselben direkt in den Kreislauf oder subkutan eingefiihrt, nicht nur 
einen deutlich sichtbaren Einflu8 auf den Zirkulationsapparat, sondern 
stets auch eine sekretionserregende Wirkung auf die Driisen des Magens 
austibten. Diese Beobachtungen bildeten zum Teil die Grundlage fir 
eine von R. Krimberg aufgestellte neue Theorie der Sekretion der 
Verdauungsdriisen (2). Nach derselben soll der Sekretionsmechanismus 
aller Driisen in seinen Grundziigen der gleiche sein, und zwar sollen 
als die einzigen direkten Erreger der Driisen nur die im Blute zirku- 
lierenden und hauptsiachlich im Muskelgewebe entstehenden Hormone 
zu betrachten sein, wihrend dem bei jeder normalen Sekretion ebenfalls 
mitwirkenden Nervensystem nur die Rolle eines regulatorischen Appa- 
rates zukommen soll. 

Um die Giiltigkeit dieser Theorie auch fiir die Sekretion der Darm- 
driisen zu priifen, wurde mir von Herrn Prof. R. Krimberg der Vorschlag 
gemacht, die Bedeutung der Hormone des Muskelgewebes fiir die 
Sekretion dieser Driisen zu untersuchen. 

Die Physiologie der Darmsekretion ist im’ Vergleich mit anderen 
Gebieten der Verdauungsphysiologie ziemlich wenig beachtet und 
erforscht worden. Infolgedessen darf es uns nicht verwundern, dab 
dieses Gebiet noch heute sehr wesentliche Liicken aufweist. 
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Eine jede physiologische Untersuchung beginnt mit der Erforschung 
der Funktion des Untersuchungsobjektes im Ruhezustande, d. h. frei 
von allen exogenen und endogenen Reizen, soweit es in der Macht 
des Experimentierenden liegt. Aber gerade die Frage iiber die Funktion 
der Darmdriisen in solchem Ruhestadium kann jedoch keineswegs als 
einstimmig gelést angesehen werden. 


Wie bekannt, hat schon vor langerer Zeit Boldyreff (3) die von ihm 
entdeckte ,,periodische Tatigkeit’* des Verdauungsapparates beschrieben, 
die in kurzen Ziigen in folgendem besteht. Bei leerem Magen und vdlliger 
Ruhe der Magendriisen beobachtet man nach Ablauf von je 1%, 2, 
2% Stunden eine 20 bis 30 Minuten andauernde Absonderung von Pankreas- 
saft, Galle und Magenschleim, sowie eine Sekretion des Darmsaftes, begleitet 
von einer Reihe anderer Erscheinungen — Kontraktionen des Magens und 
des Darmes, Temperaturerhéhung, Leucocytose usw. Zwischen je zwei 
solchen ,,Perioden der Tiatigkeit’’ des Verdauungsapparates finden weder 
Bewegungen noch irgendwelche Sekretion statt. Wiahrend jeder einzelnen 
Periode ergieBt sich aus einem Darmabschnitt von etwa 25cm Lange etwa 
0,5, 1,0, 1,5 bis 2,0 cem eines sehr fermentreichen Darmsaftes. 

Die Angaben Boldyrefjs iiber die Darmsaftsekretion bei leerem Magen 
sind von einer Reihe anderer Forscher bestatigt worden [Leper (4), Brynk (5)). 
Von den neueren Forschern dagegen behauptet Molnar (6), daB man aus 
der Diinndarmfistel nach Thiry-Vella bei niichternem Zustande keine 
Sekretion beobachten kénne. Babkin und Ischikawa (7) fiihren ihrerseits, 
ohne die Tatsache der periodischen Abscheidung des Darmsaftes aus der 
Fistel abzuleugnen, diese Erscheinung auf die gesteigerte peristaltische Darm- 
bewegung zuriick und sind der Ansicht, daB man von einer wahren periodi- 
schen Darmsaftsekretion nicht sprechen kénne. 

Trotzdem der physiologische Erregungsmechanismus der Darmsekretion 
von vielen Forschern wiederholt von verschiedenen Gesichtspunkten unter- 
sucht worden ist, sind im Ergebnis nur wenige sichere Tatsachen gewonnen. 

Die wichtige Bedeutung verschiedener lokaler Reizungen mechanischer, 
chemischer oder elektrischer Natur, als Erreger der Darmsekretion ist 
augenscheinlich eindeutig festgestellt. Strittig aber bleibt immer noch die 
Frage, inwieweit das dabei ausgeschiedene Sekret als normaler Darmsaft 
anzusehen ist: so sind Pawlow und seine Mitarbeiter der Meinung, da8 bei 
mechanischen und andersartigen lokalen Reizungen sich hauptsiachlich 
Wasser abscheidet [Sawitsch (8), Leper (4), Boldyreff (3)], wobei als wahre 
Erreger der Fermentsekretion (Kinase) das Trypsin erscheint, welches diese 
Fahigkeit sowohl bei lokaler Beriihrung als auch ,,& distance ausiibt 
[Sawitsch (8)]. Lombroso (9) ist der Meinung, daB die Rolle der Erreger der 
Lipasesekretion vom Fett und von der Galle erfiillt wird [mach Ansicht 
Jansens (10) von der Gallensiure}; die Abscheidung der Amylase verstarkt 
sich, wie Groen (11) angibt, bei lokaler Einwirkung der Starke auf die Darm- 
schleimhaut. 

London und Dobrowolskaja(12) verneinen zwar entschieden eine 
derartige Adaptation des Sekrets zu den verschiedenen Erregern. 

Auch in der Frage der verschiedenen & distance-Wirkungen auf die 
Absonderung des Darmsaftes aus isolierten Darmabschnitten gehen die 
Meinungen der Forscher stark auseinander. Zweiffellos stellt der Verdauungs- 
prozeB, im ganzen genommen, die denkbar machtigste & distance-Einwirkung 





rn = 








et 2 Se ote “1 
or ees 


= ae 
Peer en ten 


124 8S. A. Komarow: 


auf die Sekretion eines isolierten Darmabschnittes dar. Leider stoBen wir 
aber gerade hier auf unvertriigliche Widerspriiche in den Angaben ver- 
schiedener Autoren. In den aus dem Laboratorium von Pawlow hervor- 
gegangenen Arbeiten [Glinsky (13), Schepowalnikow (14), Boldyreff (3)] wird 
einstimmig betont, daB, wenn auch die Verdauung als ganzes auf die Sekretion 
einer isolierten Darmschlinge einwirkt, diese Einwirkung sich eher im Sinne 
einer Schwichung, als einer Steigerung der Sekretion geltend macht. 
Nach Boldyreff (3) wird die periodische Absonderung des Darmsaftes beim 
VerdauungsprozeB stark geschwicht oder sogar vollkommen unterbrochen. 
Mehrere Forscher konnten dagegen beim VerdauungsprozeB eine Ab- 
sonderung des Darmsaftes aus der isolierten Darmschlinge beobachten 
[Pregl (15), Nagano (16), Busch (17) u.a.j; andere aber sahen sogar eine 
Steigerung der Darmsekretion [Thiry (18), Goldschmidt (19), Pregl (15), 
Gumilewsky (20), Hamburger und Hekma (21)]. Besonders entschieden 
behaupteten endlich Frouin, Delezenne und Frowin (23), daB aus der Fistel 
des Duodenums und Jejunums nach Thiry nach der Nahrungsaufnahme 
sich eine durch keinerlei lokale Reizung hervorgerufene Absonderung des 
Darmsaftes einstellt. 

Im Zusammenhang mit der Frage iiber die Einwirkung des Verdauungs- 
prozesses auf die Sekretion eines isolierten Darmabschnittes stehen die 
Untersuchungen iiber die Einwirkung einzelner chemischer Stoffe auf die 
Darmsekretion & distance. Es stellte sich namlich heraus, daB von allen 
Nahrstoffen nur die Fette als Erreger der Darmsaftsekretion aus isolierten 
Darmabschnitten, nach ihrer Einfiihrung in den Verdauungstraktus in 
Betracht kommen [Sawitsch(8)]. Nach den Untersuchungen Schepo- 
walnokows (14) hat die Buttersiure dieselbe Fihigkeit. Delezenne und 
Frouin (23) fanden, daB die Einfiihrung von 200 bis 300cem 0,4proz. 
Salzsiure in den Magen des Hundes eine lebhafte Darmsaftsekretion aus 
dem nach Thiry isolierten Duodenum und in geringerem Grade aus eben- 
solcher Fistel des oberen Jejunum hervorriefen. 

Neben der Salzsiure und dem Magensaft kénnen nach Frouin (24) 
auch Chloralhydrat, Ather und Seifen eine erregende Wirkung auf die Ab- 
sonderung des Darmsaftes & distance ausiiben. Brynk (5), der die Beob- 
achtungen von Delezenne und Frouin iiber solche Einwirkung der Salzsaiure 
auf die Darmsekretion speziell nachpriifte, schlieBt sich den Folgerungen der 
Pawlowschen Schule (Sawitsch, Boldyreff), die eine solche sekretions- 
erregende Wirkung der Salzsiure strikt ableugnen, an. Nach Boldyreff (3) 
steigert die in den Darm gelangte Salzsiure keineswegs die Darmsekretion 
in den anderen Darmabschnitten, sondern erscheint lediglich als Hemmungs- 
moment fiir die ,,periodische Sekretion’’, die dadurch stark abgeschwicht 
wird. 

Die weiteren Untersuchungen iiber den feineren Mechanismus der 
Darmsekretion wurden nach zwei Richtungen gefiihrt: einerseits wurden 
seit langer Zeit Versuche gemacht, um die Bedeutung des Nervensystems 
in dieser Richtung aufzukliren. Andererseits unternahm man nach 
der Veréffentlichung der Bayliss-Starlingschen (25) Sekretintheorie der 
Pankreassekretion Versuche, die méglichen humoralen Einfliisse auf die 
Darmsekretion festzustellen. 

Die wichtige Bedeutung des Nervensystems fiir die Funktion der 
Darmdriisen ergibt sich am anschaulichsten aus den Beobachtungen tiber 
die Folgen einer extra-intestinalen Durchtrennung der Darmnerven 
[Moreau (26), Hanau (27), Mendel (28), Falloise (29), Molnar (6), 
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Benczur u.a.), Als Ergebnis einer solchen AusschlieBung des extra- 
intestinalen Nervensystems tritt, wie alle Forscher, die sich mit der Unter- 
suchung dieser Erscheinung befaBten, einstimmig hinweisen, eine anfangs 
profuse, nachher sich allmahlich abschwachende, mehrere Wochen andauernde 
Darmsaftsekretion auf (Molnar), die als ,,paralytische Sekretion’ be- 
kannt ist. 

Man kann nun aus dieser unbestreitbaren Tatsache schlieBen, dab 
hauptsachlich sekretionshemmende Einfliisse durch die extra-intestinalen 
Nerven zu den Darmdriisen geleitet werden. In letzter Zeit gelang es 
Sawitsch und Soschestwensky, durch direkte Versuche (Reizung des Vagus 
an Katzen im akuten Experiment) bei Anwendung einer seinerzeit von 
Popielski und Pawlow bei der Untersuchung der Innervation des Pankreas 
ausgearbeiteten analogen Methode, zu zeigen, daB zu den Darmdriisen 
durch den Vagus sowohl sekretionserregende als auch hemmende Impulse 
verlaufen. 

Die von vielen Autoren beobachtete, durch das Pilocarpin hervor- 
gerufene Steigerung der Darmsekretion, die wiederum durch Atropin auf- 
gehoben wird, spricht fiir die Annahme, daS das parasympathische 
Nervensystem im physiologischen ErregungsprozeB der darmsekretorischen 
Elemente eine wichtige Rolle spielt. 

In hohem Grade interessant sind die Versuche, an die Lisung der 
Frage nach dem Mechanismus der Darmsekretion mittels parenteraler 
Einfiihrung verschiedener Stoffe heranzutreten. 

Das Sekretin von Bayliss und Starling, intravenés eingefiihrt, ruft, 
nach den Experimenten einiger Autoren [Delezenne und Frouin (23), Roger 
und Garnier (31)] zu urteilen, eine Sekretion aus dem oberen Teil der 
Lieberkiihnschen und teilweise auch aus den Brunnerschen Driisen hervor. 

Die Beobachtungen Botazzis (32), sowie Botazzis und Gabrielis (33), 
welche nach intravenéser Injektion von wisserigen und sauren Extrakten 
aus der Darmschleimhaut eine starke Abscheidung des Darmsaftes beob- 
achteten, stehen in engem Zusammenhang mit den soeben erwahnten 
Versuchen. Mironescu (34) sah eine Sekretion des Darmsaftes nach sub- 
kutaner Injektion von Extrakten, welche aus den verschiedensten Organen : 
so aus der Speiseréhrenschleimhaut, aus dem Magenboden und Pylorus, 
dem Zwélffingerdarm, Dickdarm und Rectum, sowie aus den Speicheldriisen 
der Leber und den Nebennieren mit Hilfe einer n/10 Salzsiurelésung ge- 
wonnen waren; ebensolche Extrakte aus dem Gehirn, dem Pankreas, den 
Muskeln und dem Herzmuskel blieben ohne Wirkung. Auch Popielski (36) 
ist der Meinung, die Absonderung des Darmsaftes (ebenso wie des Pankreas- 
saftes) kénne durch direkte Injektion von Extrakten aus den verschiedensten 
Organen ins Blut hervorgerufen werden. Die Wirkung dieser Extrakte 
erklirt er durch das Sinken des Blutdruckes und durch die Abnahme des 
Blutgerinnungsvermiégens, welche Erscheinungen dank dem Vorkommen in 
denselben eines besonderen, von Popielski Vasodilatin genannten Kérpers 
ihre Erklarung finden. Nach den Untersuchungen von Molnar (6) ruft die 
subkutane Einfiihrung von Liebigs Fleischextrakt (10 ccm einer 50proz. 
Lésung), wie auch von Panopeptonlésungen eine Steigerung der Sekretion 
des Darmsaftes aus der Fistel nach Thiry-Vella, bei durchschnittenen 
Nerven des Mesenteriums, hervor. Hirata (35) erhielt nach subkutaner 
und intravenéser Injektion von Molken und wisserigen Dekokten aus 
gerésteten Getreidekérnern eine kurzandauernde Darmsaftsekretion. In 
bemerkenswerter Weise wurde eine Sekretion des Darmsaftes auch durch 
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parenterale Einverleibung von Kochsalzlésungen bestimmter Konzentration 
ausgelost. 

Als sehr wichtig werden endlich die Beobachtungen Frowins (37) 
angesehen, nach welchen subkutane oder intravenése Einfiihrung des natiir- 
lichen oder aufgekochten Darmsaftes selbst eine Sekretion aus den mittleren 
Teilen des Diinndarmes hervorrufen soll. Nach Frouin zeichnet sich die 
erregende Einwirkung des Darmsaftes auf die Darmdriisen durch groBe 
Spezifizitat aus, da eine Sekretion aus anderen Driisen bei solchen Experi- 
menten nicht beobachtet wurde. 

Die erwihnten Beobachtungen iiber die erregende Einwirkung von 
Extrakten verschiedenen Ursprungs auf die Darmsekretion, bei ihrer 
parenteralen Einverleibung, wurden, wie bekannt, als Grundlage zur Auf- 
stellung einiger Theorien tiber den Mechanismus der Darmsekretion ver- 
wandt. So erscheint nach der Meinung von Delezenne und Frouin (23), 
welche auch von mehreren anderen Autoren geteilt wird, das Bayliss- 
Starlingsche Duodenalsekretin als einer unter den normalen physiologischen 
Erregern nicht nur fiir die Absonderung des Pankreassaftes und der Galle, 
sondern auch fiir die Sekretion des Darmsaftes, wobei derselbe auf humoralem 
Wege einwirken soll. 

Wie bekannt, vertritt A. Bickel (38) in bezug auf den Mechanismus 
der Tatigkeit der Verdauungsdriisen die Ansicht, nach welcher ,,das die 
neuro-glandulairen Driisenapparate umspiilende Blut kontinuierlich die 
Driisenzellen zur Funktion reizt, daB aber der intermittierende Charakter 
der Tiatigkeit aller Verdauungsdriisen mit teilweiser Ausnahme der Leber 
durch nervése Interventionen zustande kommt‘. Nach den Versuchen 
Molnars ist dieser Mechanismus auch fiir die Darmdriisen zutreffend. Er 
erklart die von ihm bei seinem Hunde nach Durchschneidung der Mesenterial - 
nerven beobachtete Sekretion durch den Umstand, daB dabei die normaler- 
weise durch die Mesenterialnerven hindurchgeleiteten hemmenden Einfliisse 
wegfallen, wodurch die kontinuierlich im Blute kreisenden chemischen 
Reizstoffe die Méglichkeit erhalten, ihre erregende Wirkung auf die sekre- 
torischen Elemente des Darmes auszuiiben. Als solche kontinuierlich im 
Blute kreisende chemische Erreger gelten nach den Versuchen Bickels 
und seiner Mitarbeiter (Mironescu, Hirata, Molnar) das Bayliss-Starling- 
sche Pankreassekretin, das Edkinssche Magensekretin als auch die ver- 
schiedenartigsten sekretinihnlichen Stoffe, welche zum Teil als praformierte 
Bestandteile in der Nahrung enthalten sind; zum Teil jedoch auch wahrend 
des kulinaren Zubereitungsprozesses und endlich bei der Umwandlung der 
Nahrung im Verdauungskanal entstehen kénnen. Der Angriffspunkt aller 
dieser Substanzen soll nach der Meinung der genannten Autoren — der 
,neuro-glandulire* Driisenapparat sein. 

Frouin (37) vertritt endlich die Ansicht, der sich auch Bayliss und 
Starling (25b) anschlieBen, daB nimlich der unter Einflu8 verschiedener 
Agenzien sich in den oberen Darmabschnitten absondernde Darmsaft 
nach seiner Resorption auf humoralem Wege eine nicht zu unterschatzende 
eminente Rolle beim physiologischen Erregungsprozesse der Sekretion aus 
den unteren Teilen des Darmes spiele. 

In betreff der angefiihrten Theorien wiirde ich mir jedoch erlauben, 
hier zu bemerken, da8 wir uns zu den parenteralen Einverleibungsversuchen 
mit so komplizierten organischen Gemischen, wie es ja die aus den ver- 
schiedenen tierischen Organen, vegetabilischen Stoffen usw. gewonnenen 
Extrakte ,,in toto“ darstellen, mit gréBter Vorsicht verhalten méchten, da 
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man, worauf bereits R. Krimberg (2) hingewiesen hat, bei solcher Versuchsart 
sehr leicht in Irrtum iiber ihre sekretionserregende Fihigkeit verfallen kann, 
weil in derartigen Ausziigen gewéhnlich stets gréBere Mengen irrelevanter 
und die Sekretion sogar stérender Substanzen mitenthalten sind. Dies 
bezieht sich besonders auf solche Extrakte, die nach dem bekannten Ver- 
fahren zur Darstellung des Sekretins von Bayliss und Starling (39) durch 
Kochen der Gewebe mit anorganischen Siéiuren gewonnen werden; bei 
solcher Gewebsbearbeitung haben wir nimlich keine Garantie dafiir, ,,da8 
statt der von uns erwarteten praformierten Substanzen nicht deren Um- 
wandlungs- oder gar Zersetzungsprodukte auftreten’. Meinerseits halte 
ich es fiir wichtig, hier zu bemerken, daB unabhingig von den soeben er- 
wahnten methodischen Einwinden bei der Wertung der in Rede stehenden 
Versuche notwendigerweise der Umstand mit in Betracht gezogen werden 
muB, daB bei denselben alle Bedingungen fiir die Entstehung des anaphylakti- 
schen Zustandes vorhanden waren'). 

Zweifellos kann schon die bloBe Operation am Tiere zwecks Auflegung 
einer Darmfistel als sensibilisierendes Moment erscheinen, weil dabei un- 
vermeidlich GewebseiweiBstoffe und wegen der groBen Schwierigkeit, bei 
Hunden eine ,,prima intentio“ zu erzielen, éfters auch Entziindungsprodukte 
aus der granulierenden Operationswunde, sowie endlich Verdauungssifte 
ins Blut gelangen. Daher ware es durchaus nicht verwunderlich, wenn schon 
sogar die erste Injektion xolcher héchst kompliziert zusammengesetzter, 
sicherlich gréBere oder geringere Quantitéten blutfremder Proteine und 
hochmolekulare Abbauprodukte derselben, und eventuell auch Mineralsalze 
in gesteigerter Konzentration enthaltende Extrakte, véllig entwickelte 
anaphylaktische Erscheinungen hervorrufen kénnte. In diesem Zusammen- 
hang wiirde ich mir erlauben, nur darauf hinzuweisen, daB sogar ein dem 
Anschein nach so unbedeutender Eingriff, wie die subkutane oder intra- 
venése Injektion von Kochsalzlésung schon geniigt, um bei anaphylaktisch 
gemachten Kaninchen eine Steigerung der Temperatur [Davidsohn und 
Friedemann (40)] hervorzurufen und sogar den Tod der Tiere zu bewirken 
[Heilner (41)}. Bekanntlich setzen Davidsohn und Friedemann diese Beob- 
achtungen mit dem Salzfieber der Saéuglinge in Parallele und erklaren die 
erhéhte Reaktionsfahigkeit des kranken Sauglings (Finkelstein) unter Heran- 
ziehung des Anaphylaxiebegriffes. Unter den verschiedenen Symptomen 
im Bilde des anaphylaktischen Chocks speziell bei Hunden treten bekanntlich 
auBer einer im Mittelpunkte aller Erscheinungen stehenden peripher 
ausgelésten Vasodilatation, die ihrerseits eine sehr intensive Blutdruck- 
senkung zur Folge hat [Biedl und Kraus (42), Nolj (44), Arthus (43) u. a.}, 
sowie einer Verminderung der Blutgerinnungsfahigkeit, einer Leukopenie 
(Biedl und Kraus) und einem gesteigerten LymphfluB [Calvary (45)] einige 
Erscheinungen seitens des Magendarmkanals, was fiir uns von ganz beson- 
derem Interesse ist, in den Vordergrund. Die Darme zeigen meist eine 
starke Fiillung der BlutgefaBe, Injektion der ganzen Serosa, Abgang blut 
schleimiger Stiihle, kurz, das Bild einer schweren Enteritis, so da®B man von 
einer ,,Enteritis anaphylactica’’ sprechen kann ([Schittenhelm und 
Weichardt (46)}. 


1) In der Zukunft habe ich die Absicht, eine Arbeit iiber die Tiatigkeit 
der Verdauungsdriisen im anaphylaktischen Zustande zu publizieren, in 
welcher auch die oben angefiihrten Versuche speziell in dieser Richtung 
ausfiihrlicher besprochen werden sollen. 
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Eine sehr auffallende Analogie macht sich bemerkbar zwischen dem 
soeben erwahnten anap‘ylaktischen Symptomenkomplex beim Hunde 
einerseits und den von Popielski (47) beobachteten Erscheinungen an Hunden 
nach Ejnfiihrung von aus den verschiedensten Organen und Geweben ge- 
wonnenen Ausziigen in toto andererseits. Wie schon erwihnt, hat Popielsk: 
gefunden, da8 alle solche Ausziige nicht nur eine Sekretion der Verdauungs- 
driisen, sondern auch stets eine Blutdrucksenkung sowie eine Abschwichung 
der Blutgerinnungsfahigkeit bewirken. 

Nur auf diesem Wege, d. h. als eine anaphylaktische Erscheinung, 
l4Bt sich meiner Meinung nach die so ritselhaft scheinende Tatsache der 
auslésenden Wirkung einer l proz. Kochsalzlésung auf die Darmsekretion 
bei subkutaner und intravenéser Injektion in den Experimenten Hiratas, 
sowie der Umstand, daB die Einfiihrung von 5 cem Darmsaft ins Blut eine 
Sekretion von 19¢ccm Darmsaft aus relativ geringem Darmabschnitt in 
den Experimenten Frouins hervorrief, am besten erklaren. Legen wir 
dagegen dieses letzte Experiment im Sinne Frouins aus, so miiBte das 
MaB8 der durch den resorbierten Darmsaft hervorgerufenen Darmsekretion 
unter physiologischen Bedingungen in der Tat viel zu enorm sein. 

Wenn wir diese Erwigungen in Betracht ziehen, so wird es uns nicht 
als unméglich erscheinen, da8 der von einigen Autoren bei parenteraler 
Einverleibung erzielte Sekretionseffekt nicht der spezifischen Wirkung 
bestimmter Erreger, sogenannter Sekretine, zuzuschreiben ist, sondern 
daB derselbe ganz oder wenigstens teilweise als die Folge unspezifischer 
Reize, als eine Allergieerscheinung, auftritt. 

Nach dieser kurzen Erwiigung des betreffenden Versuchsmaterials 
fiihle ich mich berechtigt, die Meinung auszusprechen, daB die auf diesem 
Material basierenden Theorien des Mechanismus der Darmsekretion nicht 
geniigend begriindet sind, und daB weitere Untersuchungen in dieser Frage 
dringend notwendig sind. LEinerseits héchst wiinschenswert sind Versuche 
zur Aufklarung der Bedeutung der erwihnten unspezifischen Reize bzw. 
des Allergiezustandes im Prozesse der Darmsekretion, wenn nicht unter 
physiologischen, so doch unter pathologischen Bedingungen; andererseits 
scheint mir aber besonders wichtig die Anwendung neuer, zuverlissigerer 
Methoden zwecks Isolierung der vermutlichen spezifischen sekretions- 
erregenden Stoffe aus Extrakten verschiedenen Ursprungs. 


Aus oben angefiihrter Ubersicht der Fachliteratur folgt notwendiger- 
weise der Schlu8, daB die Physiologie der Darmsekretion fir uns sogar 
in den wesentlichsten Punkten ein noch wenig bekanntes Gebiet bleibt. 


Il. 


Wie eingangs erwahnt, hatten wir uns zur Hauptaufgabe in dieser 
Arbeit gestellt, auf experimentellem Wege an die Lésung des Problems 
der Existenz einer chemischen Korrelation in der Tatigkeit des Drisen- 
apparates des Darms einerseits und des Muskelgewebes andererseits 
heranzutreten. Diese Aufgabe verlangt natiirlich eine Versuchs- 
anordnung, bei welcher alle physiologischen Verhiltnisse méglichst 
streng beachtet werden; daher durften fiir uns nur die absolut normale 
Darmschleimhaut véllig gesunder, zweckmiBig operierter Tiere und 
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ebenso nur die normalen Muskelgewebsbestandteile als Untersuchungs- 
objekte in Betracht kommen. 

In allen Fallen, in denen nach der Existenz einer chemischen 
Korrelation in der Tatigkeit verschiedener Organe gesucht wird, und 
in denen zu diesem Zwecke eine Aktivitétspriifung der intravitalen 
Bes andteile eines Organs in bezug auf die Funktion eines anderen 
durch Einfithrung derselben in das Blut unternommen werden soll, 
kénnen, wie R. Krimberg (2) betont, einwandfreie Resultate nur dann 
erzielt werden, wenn diese Stoffe einerseits isoliert und in chemisch 
reinem Zustande, andererseits nicht in allzu groBen, am besten aber 
in den minimalsten Dosen ins Blut injiziert werden. Sind aber die 
wirksamen Bestandteile eines Organs mit den zurzeit gebrauchlichen 
Methoden nicht isolierbar, so sind wir natirlich gezwungen, Organ- 
extrakte einzufiihren. In diesem letzten Falle jedoch muB8 folgendes 
beachtet werden. Erstens muB die angewandte Extraktionsmethode 
von allen Momenten, welche die Bildung kinstlicher Umwandlungs- 
bzw. Zersetzungsprodukte der im Organe enthaltenen Substanzen zu 
begiinstigen imstande sind, frei sein; und zweitens ist es zweckmaBiger, 
die gewonnenen Extrakte nicht als solche, sondern erst nach vorheriger 
Zerlegung in einzelne Fraktionen anzuwenden. Als die zu diesem 
Zwecke geeignetste Fraktionierungsmethode von Gewebsextrakten ver- 
schiedener Art hat sich nach den Erfahrungen des hiesigen Labora- 
toriums das von Gulewitsch und Krimberg (48, 49) ausgearbeitete Ver- 
fahren zur Isolierung einiger neuer stickstoffhaltiger Basen aus dem 
Fleischextrakt erwiesen. 

Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, wurde unsere be- 
sondere Aufmerksamkeit auf die Untersuchung der physiologischen 
Aktivitaét in bezug auf die Darmsekretion von chemisch reinen, im 
Muskelgewebe héherer Tiere enthaltenen stickstoffhaltigen Basen — 
und zwar des Carnosins, Methylguanidins, Carnitins und Cholins —, 
sowie einiger anderer, mit ersteren in genetischem Zusammenhang 
stehenden Substanzen — |-Histidin, B-Alanin, Kreatin und Kreatinin — 
gerichtet. Da diese Stoffe normalerweise alle, auBer vielleicht dem 
B-Alanin, nicht nur in lebenden Muskeln, sondern auch zweifellos im 
Blute enthalten sind, muB die direkte unmittelbare Einfihrung der- 
selben in das Blut verstandlicherweise der natiirlichste und richtigste 
Weg zur Priifung ihrer physiologischen Aktivitit sein; der einzige 
neue Faktor, der bei einer solchen Versuchsanordnung durch den 
Experimentator ins Leben des Organismus hineingetragen wird, kann 
in solchem Falle nur die im Blute auftretende Konzentrations- 
veriinderung eines seiner normalen Bestandteile sein. Zwecks Auf- 
findung der wirksamen Stoffe unter den in chemisch reinem Zustande 
noch nicht isolierten Bestandteilen des Muskelgewebes wurde auch 
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die Untersuchung tiber den EinfluB einzelner, nach dem Verfahren von 
Gulewitsch und Krimberg aus wiisserigen Extrakten aus vollstandig 
frischem Rindfleisch gewonnener Fraktionen ins Auge gefaBt. 

Der gréBte Teil meiner Untersuchungen wurde an drei Hunden 
ausgefiihrt, denen eine Fistel nach Thiry-Vella im oberen Teile des 
Jejunums angelegt worden war. 

Nr. 1. Junge Hiindin. Wurde mit einer nach Thiry-Vella in der ersten 
Jejunumschlinge angelegten Fistel versehen. Darmnaht etwa 10 cm entfernt 
von der Plica duodenojejunalis. Lange des isolierten Darmabschnittes 
etwa 30cm. Nach einer Reihe von Versuchen wurde eine Operation der 
einfachen Magenfistel an ihr ausgefiihrt. Die ersten Experimente wurden 
ein halbes Jahr nach der ersten Operation, die zweite Reihe von Versuchen 
einen Monat nach der zweiten Operation, als der VerheilungsprozeB voll- 
kommen beendet war, begonnen. 

Nr. 2. Junge Hiindin. Operiert ebenso wie Nr. 1, d. h. mit einer nach 
Thiry-Vella angelegten Fistel aus der ersten Jejunumschlinge und einer 
einfachen Magenfistel versehen. Linge des isolierten Darmabschnittes 
etwa 30cm. Die die Darmkontinuitét wieder herstellende Naht wurde 
wahrend der zweiten Operation (Magenfistelanlegung) in etwa 9cm Ent- 
fernung von der Plica duodenojejunalis gefunden. Die Versuche sind etwa 
4 Jahr nach der zweiten (9 Monate nach der ersten) Operation begonnen. 

Nr. 3. Junger Hund. Mit einer nach Thiry-Vella im oberen Teile des 
Jejunums angelegten Fistel. Linge des isolierten Darmabschnittes etwa 
40cm. Die die Darmkontinuitét herstellende Naht etwa 15 cm unter der 
Plica duodenojejunalis. Die Versuche sind 2 Wochen nach erfolgter Operation 
begonnen worden. 

Il. 

Ehe wir an die Veranstaltung von Versuchen, die zur Lésung 
des uns speziell interessierenden Problems beitragen kénnten, heran- 
treten, erscheint es verstindlicherweise notwendig, die Funktion der 
Darmdriisen unserer Versuchstiere unter verschiedenen physiologischen 
Bedingungen zu priifen. Wenn wir in Betracht ziehen, daB® sogar in 
den allerwesentlichsten Fragen der Physiologie der Darmsekretion 
groBe Meinungsverschiedenheiten herrschen, so miissen derartige Unter- 
suchungen meines Erachtens auBer in methodischer Hinsicht auch 
noch an sich von groBem Werte sein. 

Besonderes Gewicht legten wir auf die Erforschung der Funktion 
der von keinerlei Lokal- oder ,,par distance‘‘-Reizanwendung beein- 
fluBter Darmdriisen niichterner Tiere, sozusagen im ,,Ruhezustand“. 
Diese an sich interessante Frage ist, wie R. Krimberg schon vor langerer 
Zeit bemerkte, von fuBerst wichtiger Bedeutung auch fir die Beur- 
teilung des Sekretionsmechanismus. In dieser Richtung wurde eine 
groBe Anzahl von speziellen Versuchen, im ganzen an sechs, meist 
Polyfistelhunden (etwa 100 protokollierter und eine noch viel gréBere 
Zahl unprotokollierter Versuche) veranstaltet. Es gelang uns, die 
Existenz einer ,,periodischen Sekretion“’ des Darmsaftes aus den 
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Thiry-Vellaschen Fisteln bei unseren Versuchs‘tieren im niichternen 
Zustande absolut sicher festzustellen, welche genau in der von Boldyreff 
zuerst beschriebenen Art verlief. 


Versuch 1*). 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Fistel des oberen Jejunums). 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 








Menge des Menge des 

Zeit Darmsattes Bemerkungen Zeit Darmsattes Bemerkungen 

com com 
12b30’ — Beginn d. Beobachtung”) | 4h30’ 0 
12 45 17 4 45 0 
1 00 0 5 00 0 
1 15 0 5 15 0 
1 30 0 5 30 2.8 
1 45 0 5 45 0 
2 00 2,2 6 00 0 
2 15 0 6 15 0 
2 30 0 6 30 2.0 
2 45 0 6 45 0 
3 00 0 7 00 0 
315 «23 715) 16 
3 30 0 730) O \| 
3 45 0 7 45 0 
4 00 0 8 00 0 
415 0 

Versuch 2. 


Hund 1 (achter Monat nach der Operation). 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. 





Menge des Menge des 
Zeit Darmsattes Bemerkungen Zeit Darmsattes Bemerkungen 
ccm ccm 
10h20' —_ Beginn der Beobachtung | ]12h30’ 10 Knurren 
10 30 0,1 12 40 1,0 
10 40 0 12 50 0 
10 50 01 1 00 0 
11 00 0 1 10 0 
11 10 0 1 20 0 
ll 20 1,7 Knurren in Gedirmen 1 30 0 
11 30 0,1 1 40 13 : 
ll 40 0 150) 10 Raussen 
1l 50 0 2 00) 0,1 
12 00 0 2 10) 0 
12 10 0 | 2 20) 0 
12 20 0 





1) Dieses Protokoll ebenso wie die folgenden wird selbstverstandlich nur 
als ein Beispiel aus einer Reihe analoger Versuche angefiihrt. 
*) Erster Versuch am 18. Tage nach der Operation. 
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Versuch 3. 


Hund 3 (neunter Monat nach der Operation). 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





| Menge des Menge des 
Zeit | Darmsaftes Bemerkungen Zeit Darmsattes | Bemerkungen 


|| ecm __ | ecm 


10b 00’ 

11 00 
12 00 
00 
00 
00 
00 
15 | 
30 
45 
00 
15 
30 


5h45’, 0 
6 00 0 
15 21 
30 0 
45 0 
00 0,9 
15 0 
30 0 
45 0 
00 19 
15 0 
30 0 
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Versuch 4. 


Hund 2 (elfter Monat nach der Operation). 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. 





Menge des | Menge des 
Zeit | Darmsaftes Bemerkungen Zeit Darmsaftes Bemerkungen 
com | ccm 


Beginn der Beobachtung 
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Knurren (im Gedirm) 
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Bei leerem Magen auBerhalb der Verdauung durchschnittlich alle 
1 bis 1% bis 2 Stunden, wihrend jegliche auch noch so minimale Darmsaft- 
ausscheidung aus der Fistel aussetzt, sogenannte ,,Ruheperiode™, tritt die 
,,Tatigkeit“* des Verdauungsapparates ein, welche sich in folgender Weise 
entfaltet. Zuallererst wird in den in die Haut eingenihten Darmteilen 
eine mit bloBem Auge sichtbare Peristaltik bemerkbar, begleitet von hdér- 
barem Knurren in den Gedirmen; dann beginnt der Darmsaft, anfangs 
aus dem oralen und nach 1 bis 2 Minuten auch aus dem analen Darm- 
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abschnitt herauszufiieBen (zuerst erscheinen feste Teilchen, Schleim- 
kliimpchen, spiter aber auch diinnfliissiger Darmsaft). Diese ,,Tatigkeits- 
periode“ dauert 5 bis 30 Minuten (durchschnittlich 10 bis 15 Minuten) 
und im Laufe dieser Zeit werden in der Regel 1,5 bis 3,0 (von 0,2 bis 6,0) cem 
Darmsaft (bei etwa 30 cm Lange des isolierten Darmabschnittes) sezerniert. 
Dieser ,,periodische Darmsaft* enthalt stets die fiirs betreffende Tier als 
maximal geltende Fermentmenge (untersucht wurden: Erepsin, Lipase, 
Invertin und Amyiase). Neben der Darmsaftsekretion werden in der 
,,Tatigkeitsperiode** auch andere Erscheinungen beobachtet. Aus der 
Magenfistel scheidet sich regelmaBig Schleim in einer Menge von 2 bis 6 ccm 
aus; derselbe enthilt stets bedeutende Mengen von Pepsin; seine Reaktion 
ist meist alkalisch oder neutral auf Lackmus, ziemlich oft aber ist sie sauer 
und wir finden sogar freie Salzsiiure. Zuweilen wird auch Galle (etwa 3 bis 
5cem) aus der Magenfistel abgeschieden. 

Diese ,,periodische Tatigkeit** des Verdauungsapparates bei unseren 
Tieren zeichnet sich durch auBerordentliche RegelméBigkeit aus; denn 
sowohl die in der Tatigkeitsperiode sich absondernden Darmsaftmengen, 
wie auch die Dauer der Tatigkeits- und Ruheperioden sind gewéhnlich 
tagtiglich nur fuBerst geringen, in engen Grenzen sich vollziehenden 
Schwankungen unterworfen. In der ersten Zeit nach AbschluB des Ver- 
dauungsprozesses ist die ,,periodische Sekretion” starker entwickelt, die 
Pausen sind kiirzer und die Mengen des in der Titigkeitsperiode (besonders 
wihrend der ersten Periode) sich absondernden Sekrets gréBer als spiiter 
nach vielen Stunden des Niichternseins. 

Jedoch nicht immer tragt die bei leerem Magen erfolgende spontane 
Darmsaftsekretion solch einen regelméBig ausgeprigten periodischen 
Charakter; zuweilen, allerdings sehr selten, kann diese auch ohne jegliche 
sichtbaren Griinde kontinuierlich in Mengen von 0,1 bis 0,2 bis 0,3 cem 
alle 10 Minuten erfolgen. Aber auch in diesem letzteren Falle weist die 
kontinuierlich stattfindende Sekretion deutlich bemerkbare Wellen einer 
periodischen Verstirkung auf. 

Die Ermiidung des Tieres beeinfluBt die ,,periodische Sekretion", 
schwicht dieselbe ab, oder fiihrt zu einer Stérung der RegelmiBigkeit 
ihres Verlaufs. 

Atropinum sulfuricum in Mengen von 0,5 bis 1,0 mg auf | kg Gewicht 
schwicht die periodische Darmsaftsekretion stark ab; die Dauer der Ruhe- 
perioden vergréBert sich bis auf 4 bis 5 Stunden, die Menge des im Laufe 
der Titigkeitsperiode sich absondernden Darmsaftes reduziert sich bis 
auf ein Minimum von 0,1 bis 0,2 cem. 

Wir miissen jedoch hinzufiigen, da8 wihrend einer véllig entwickelten 
charakteristischen Atropinvergiftung des Tieres (maximale Tachycardie und 
Mydriasis, vollsténdige Trockenheit der Schleimhiute usw.) keine spon- 
tane Darmsekretion mehrere Stunden lang beobachtet werden konnte 
(Versuche 5 und 6). 

Auf unsere Beobachtungen iiber die Verinderung der _ ,,periodischen 
Tatigkeit“* der Darmdriisen unter einigen speziellen Versuchsbedingungen, 
sowie auf die Beurteilung des Mechanismus derselben wird spiterhin naiher 
eingegangen werden. 

GroBe Aufmerksamkeit wurde auch auf die Untersuchung der Funktion 
von Driisen eines isolierten Darmabschnittes unter Einflu8 verschiedener 
par distance-Einwirkungen, insbesondere derjenigen unter Einflu®B des 
Verdauungsprozesses in toto, gerichtet. 
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Versuch 5. 


Hund 3 (8 kg). 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





Menge |, Menge 
des || des 

Zeit Darms| Puls Bemerkungen Zeit || Darms Puls Bemerkungen 
saftes | sattes 


ecm 


240 
240 
240 
240 Mydriasis completa, 
220 Pupillenreflex auf 
| Licht tehlt, Schleim- 


Beginn der Beobachtung 0 

0 

0 

0 

0 

° 200 haute trocken, hallu- 
0 

0 

0 


¢ 
a 
| 

°F 

38 


we 
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Inj. 0,006 Atropin. sulf. 
subkutan 
180 ciniert 
170 
180 
|160—170 


Mydriasis completa, 
Pupillenreflex auf 
Licht fehlt, Schleim- 
haute trocken, hallus 
ciniert 
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Versuch 6. 


Hund 3 (8 kg). 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





Menge | 
des 

Bemerkungen Zeit | Darms | Puls Bemerkungen 
sattes 
com | 


Beginn d. Beobachtung Mydriasis incompleta 
Inj. 0,001 Atropin. sulf. 
subkutan 


oo 
Sa 
eooe| 


Inj. 0,002 Atropin. sulf. 

subkutan 

Inj. 0,002 Atropin. sulf, Mydriasis completa. 

subkutan seeenpation a. Licht 
feb 


bom 


e 
Pupille normal Inj. 0,001 Atropin. sulf. 


subkutan 
Pupillenreflex o — 
wacht, Schleim- | : , 
ae ag Sehleimhaute trocken 
regung 1] 
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ShESNY Bose 
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Auf Grund einer groBen Anzahl von Versuchen kénnen wir nun ent- 
schieden behaupten, daB die bei Fehlen lokaler Reizeinwirkungen an 
niichternen Tieren beobachtete periodische Sekretion aus Thiry-Vellascher 
Fistel sich unmittelbar nach der Fiitterung stark abschwicht; die Ruhe- 
perioden werden weit andauernder, die Mengen des abgesonderten Saftes 
viel geringer. Ofters wird sogar die ,,periodische Sekretion‘‘ des Darmsaftes 
aus der Thiry-Vellaschen Fistel auf viele Stunden vollkommen unterbrochen ; 
auch diese unsere Beobachtungen stehen in Einklang mit den Ergebnissen 
Boldyrefjs. 
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Versuch 7. 


Hund 3. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 











Menge des Menge des 
Zeit Darmsattes Bemerkungen Zeit Darmsaftes Bemerkungen 
com ccm 

10b00' — Beginn der Beobachtung | ]h45’ 0 
10 15 0 2 00 0 
10 30 0 2 15 0 
10 45 0 2 30 0 
il 00 0 2 45 2.6 
11 15 0 3 00 0 
11 30 0 3 15 0 
1l 45 0 3 30 0 

12 00 0 3 45 0 
12 1b 2.6 4 00 0 
12 30 0 415 0 

12 45 0 4 30 0 

1 00 0 4 45 0 

1 15 0 5 00 2.0 Gefittert 
1 30 0 9 00 0 

Versuch 8. 
Hund 3. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 
Menge des Menge des 
Zeit Darmsaftes Bemerkungen Zeit Darmsattes Bemerkungen 
ccm com 

12h15’ — Beginn der Beobachtung | 4h]5’ 0,1 
12 30 0,2 4 30 0,1 
12 45 0 4 45 0 

1 00 1,1 5 00 0 

115 2.6 5 15 0 

1 30 0 5 30 0,1 

1 45 0 5 45 0,3 

2 00 0.8 6 00 0,1 Gefuttert 
2 15 1,3 6 15 0 

2 30 1,2 6 30 0,2 

2 40 0,4 Gefuttert 6 45 0 

3 00 0,2 7 00 0 

3 15 0 7 15 0 

3 30 0 7 30 0 

3 45 0 745) O 

4 00 0,1 8 00 0 





Der Eintritt sauren Magensaftes ins Duodenum erscheint nach Ansicht 
Boldyreffs als Hemmungsmoment fiir die ,,periodische Sekretion“, wobei 
als aktive Bestandteile des Saftes einerseits die Salzsiiure, andererseits 
irgendwelche noch unbekannte Substanzen in Betracht kommen. Dagegen 
sollen nach der oben schon zitierten Meinung Delezennes und Frouins Magen- 
saft und Salzsiiure als Erreger der Darmsaftsekretion par distance wirksam 
sein. 

Diese Frage hat fiir uns nicht nur eine gewisse prinzipielle, sondern 
auch eine wichtige methodische Bedeutung, da wir in Betracht ziehen 
miissen, daB einige von den chemischen Stoffen, deren Einflu8 auf die Darm- 
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sekretion zu untersuchen unsere Hauptaufgabe darstellt, wie schon langst 
im hiesigen Laboratorium festgestellt worden ist, eine erregende Wirkung 
auf die Magensekretion ausiiben. Viele in dieser Richtung angestellten 
speziellen Versuche zeigten zur Geniige, wie auch nach den Ergebnissen 
der oben beschriebenen Experimente tiber den Einflu8 der Verdauung in 
toto auf die Darmsekretion zu erwarten war, daB die in den Magen erfolgende 
Einfiihrung von Salzsiure in physiologischen Konzentrationen, wie auch 
von Magensaft zur Steigerung der Darmsaftsekretion aus Thiry-Vellascher 
Fistel keineswegs etwas beitrage, sondern im Gegenteil eher in der Richtung 
ihrer Abschwiichung wirke. Diese Resultate stimmen wiederum mit den 
Ergebnissen des Pawlowschen Laboratoriums, speziell mit den Angaben 
Boldyrefjs tiberein (Versuche 9, 10 und 11). 


Versuch 9. 


Hund 2. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 





- 
es Magen- 
Darm- ‘ Bemerkungen i ‘ Bemerkungen 
saftes inhalt 


ccm 


= 


SsSStSsssss 


alkalisch  Beginn d. Beob. 9h 20’ 
9 30 
9 40 
9 50 
10 00 
10 10 Septem 
+ = ry > ely Salz- 


saure 
10 40 
10 50 
11 00 
11 10 
11 20 
11 30 
11 40 
11 50 


oooe| 


ooo 


Congo 
positiv 


rs) 


os 


18 Congo negat. 
1} 
|| 


i 
SSSsSsoococo 


yl sauer auf 
0 | Lackmus 


20 
30 | 
40 
50 
00 


te 





6 
7 
7 
7 
7 
7 
7 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
9 
9 


"Se eeetesus sv awes & 


osocso 


ae 
o 
com 


Schepowalnikow stellte, wie bekannt, fest, daB psychische Einwirkungen 
verschiedenster Art die Darmsaftsekretion nicht beeinflussen. Nun haben 
wir aber bei der Einverleibung verschiedener Stoffe in unseren Experi- 
menten es stets mit psychischen Einwirkungen depressiven Charakters 
zu tun. Derartige Kontrollversuche stellten nun eindeutig fest, daB solche 
Ma8nahmen wie das Anbinden des Tieres auf dem Operationstisch, Stich 
der Spritzennadel u. dgl. keinen bemerkbaren Einflu8 auf die Darmsaft- 
sekretion aus Thiry-Vellascher Fistel aufwiesen (Versuch 12). Dagegen 
bei psychischen Reizungen, die eine Appetiterregung hervorrufen kénnen, 
wie ersichtbar beispielsweise aus dem Versuch 13 (man fiittert einen anderen 
Hund in Gegenwart des Versuchshandes) die ,,periodische Sekretion™ sofort 
aussetzt, was durch Eintritt des sogenannten psychischen Magensaftes in das 
Duodenum erklairt wird. Aus derartigen Versuchen folgt die Notwendigkeit, 
bei verschiedenartigen Untersuchungen in bezug der Darmsekretion, ent- 
gegen der Ansicht einiger Autoren (z. B. aus dem Pawlowschen 
Laboratorium), in der Versuchsanordnung dieselben VorsichtsmaBregeln 
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Versuch 10. 
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Hund 2. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 





Menge 
Zeit || Darm- | Meee | 
saftes inbalt | 
| com | 
1h45’ 0 sauer 
1 55 08 aut 
2 05 0,6 |Lackmus 
2 15 0 neutral 
225 0 eS 
2 35 0 “f 
2 45 0,1 — alkalisch 
2 55 05 - 
3 05 0,7 AS 
3 15 08 ‘a 
3 25 04 ” 
3 35 0,3 - 
3 45 0,1 ” 


Bemerkungen Zeit 
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Versuch 11. 


Menge 
des 
Darm: 


sattes 


ccm 


Magen: 


inbalt Bemerkungen 


alkalisch Eingefiihrt in den 
agen 200 ccm 
nfl0 Salzsaure 


positiv 
auf 
Congo 





neutral 


Hund 3. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





Menge des 


Zeit Darmsaftes 

| com 

9hO0’ oo 

9 15 2.4 
9 30 0 
9 45 0 
10 00 0 
10 15 0 
10 30 0 
10 45 0 
1l 00 0 
11 15 0 
11 30 0 

ll 45 13 
12 00 0 
12 15 0 
12 30 0 
12 45 0 
1 00 0 
115 0 

1 30 2,5 
1 45 0 
2 00 0 
215 0 
2 30 0 

2 45 4,0 
3 00 0 


Bemerkungen 


Zeit 


3h 15’ 
30 
45 
00 
15 
30 
45 
00 
15 
30 
45 
00 
15 
30 
45 
00 
15 
30 
45 
00 
15 


30 
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Menge des 
oceelbes Bemerkungen 


Eingefiibrt in den on 
Decom Ma 
mittels Sonde 
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Versuch 12. 
Hund 1, Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. 





Menge des Menge des 
Zeit Darmsattes Bemerkungen Zeit Darmsaftes Bemerkungen 


ccm ccm 


Beginn der Beobachtung | 1b05’ 
110 
1 20 
1 38 


Auf dem Operationsbrett 
angebunden von 12h57’ 
bis 1h05’, also wihrend 
8’; starke Unruhe, Stub! 


~~ 


11540’ 
11 50 
12 00 
12 10 
12 20 
12 30 
12 35 
12 45 
12 55 
1 00 
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Versuch 13. 
Hund 3. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





Menge des Menge des 
Zeit Darmsaftes Bemerkungen Zeit | Darmsattes Bemerkungen 


ccm ccm 


6h00’ 


ro) 


Ooo 


0 
3 
0 
0 
0 
0 
0 
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ooooocoroooooorrcsoo 
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Man 
fiittert andere Hunde 
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anzuwenden, die bei Erforschung der Pankreas und Magensekretion als 
unerlaBliche Bedingungen fiir Erzielung genauer richtiger Ergebnisse an- 
zusehen sind. 

Endlich wurde bei jedem Versuchstier, hauptsichlich um einen Ver- 
gleichsmaBstab zu erhalten, die Funktion des Driisenapparates eines nach 
Thiry-Vella isolierten Darmabschnittes unter Anwendung solcher gut 
erforschten, sozusagen typischen Darmsekretionserreger wie einerseits 
Pylocarpin, andererseits lokale mechanische Reizungen, untersucht. Pylo- 
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earpinum hydrochloricum 0,5 mg auf 1 kg Gewicht ruft eine starke Sali- 
vation hervor, SeeinfluBt aber nicht in bemerkenswerter Weise die Darm- - 
sekretion. Dagegen 1 mg dieses Alkaloids auf 1 kg Gewicht ruft eine be- 
deutendere Absonderung eines diinnfliissigen wisserigen Darmsaftes hervor, 
welcher bedeutend fermentarmer als der periodische Saft ist (Versuch 14). 
Atropinum sulphuricum paralysiert jedoch schon in Mengen von 0,1 mg 
auf 1 kg Gewicht die Einwirkung von 2 mg Pylocarpinum hydrochloricum 
auf die Darmsekretion vollstandig (Versuch 15). 


Versuch 14. 
Hund 1. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. 





Menge | Menge 
des des 
Zeit | Darm- | Puls Bemerkungen Zeit | Darm Puls Bemerkungen 
sattes sattes 
ccm com 
etwa 
11515') — = 100 h20’ 5.4 180) 1h13’, 1h15, 1h20 Stuhl 


Ses 


08 170 | Knurren in Gedirmen 


1] 25 11 100 


12 35 03 140 
12 40 0.1 140 Inj. 0,01 Pylocarpin. 
’ muriat. subkutan 
12 50 0,2 125 Starke Salivation 
1 00 23 140 (wahrend 15’ bis 
110 5,0 160 | 25 ccm Speichel) 


0.7 160. Kein Speichel 
01 140 Stuhl 


= 


1 
1 
1135 01. 100 140 11 170 
1140 0 95 Ini. 001 Pylocapin. 1150 02 160 
11 45 0.1  — | Beginn der Selivation | 290) 02 150)] 
11 55 02 Ry, Ae ate 210 01 145 Speichelflu8 schwich. 
1205 O04 140 320) 02 | 145 
215 12 45 \. 230) 02 | 160 
12 2 05 130. { Starke Salivation 240 O07 150 
2% cK 250 09 140 
3 
3 


— 
~ 
oo 





Fermentgehalt : 
»,Periodischer Darmsajt: Lipase (ise) = 3,7, Diastase (dj, ) 
= 64 Einheiten nach Wohlgemuth. ,,Pylocarpinsajt: Lipase (L3),) = 0,8, 
Diastase (d};,) = 16 Einheiten nach Wohlgemuth. 


Versuch 15. Hund 5. 11 kg Gewicht. 
Seitliche Metallfistel: 1. des Duodenums, 6 cm unter dem Duct. pancreat. 
und 2. des Jejunums, 35 cm unter der ersten Fistel. Letzte Fiitterung am 
vorhergehenden Tage um 3 Uhr nachmittags. 








Sekret aus Sckret aus 
Zeit 1 Fistel | 2. Fistel Bemerkungen Zeit |) Pistel | 2. Fistel Bemerkungen 
ccm ecm ecm com 
11h0o0’ — — Beginn der Reob. 2ho0yY 30.1 7.0 Inj. 0,01 Pylocarpin 
11 0 0 mur. + 0,001 Atro- 
11 30 ) pin sulfur. subkutan 
: 7 - . bo acta ' 205. 100 1,0 Starke Salivation 
nj. 0, ylocarpin Speic ; , 
~ Be eh 2 10 5.0 0 Speichelfiu8 schwach 
15sO, OC — | Beginn der Sekretion| 2 15 0 0 Kein Speichel 
aus beiden Fisteln] 2 30 0 0 ie 
und der Salivation 
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Lokale Reizung der Darmschleimhaut mittels Einfiihrung eines Gummi- 
réhrehens von 5 bis 7 mm Durchmesser und 7 bis 10 em Lange in die Offnung 
der Thiry-Vellaschen Fistel rief bei unseren Versuchstieren eine wiasserige 
diinnfliissige Abscheidung in Mengen von 4 bis 7 bis 12 ccm pro Stunde 
hervor. Dieselbe war fast immer mit Blut vermischt und stets bedeutend 
weniger fermenthaltig als der periodische Darmsaft; dabei reduziert sich 
der Fermentgehalt um so mehr, je langer die mechanische Reizeinwirkung 
des Darms wihrt. Der von uns infolge mechanischer Reizungen beobachtete 
Sekretionseffekt war bei unseren Tieren stets der gleiche — quantitativ 
und qualitativ — wie im niichternen Zustande, so auch auf der Héhe der 
Verdauung. Nach unseren Beobachtungen iibt das Atropin keine irgendwie 
nennenswerte Einwirkung auf die durch mechanische lokale Darmschleim- 
hautreizungen ausgeléste Darmsekretion aus (Versuche 16 und 17). 


Versuch 16. 


Hund 3. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





| Menge des Menge des 
Zeit || Darmsattes Bemerkungen Zeit Darmsaftes | Bemerkungen 
| 


ccm com ar 


~ 


12h00’ Beginn der Beobachtung 
12 15 | 

12 30 | 

12 45 


1 00 
20 : Periodischer Darmsaft 
i ( 


shedet 
Sh8525 


l 
1 30 pase = 201) 
I 45 Erepsin = 17,3 ) 
2 00 

2 15 

2 30 
2 
3 
3 
3 


eth ~ dial 
acu 


Eingefiibrt Gummiréhr- 
chen, etwa 7 cm lang 
— Darmsaft 
') Lipase = 0,9 
| 2) Erepsin = 9,2 


45 
00 } 
15 
30 | 


SAI ADA 
_-_ — 
oro aes 





Wie zu ersehen, stehen die Resultate unserer fiir eine Reihe 
strittiger Fragen veranstalteten Versuche véllig in Einklang mit den 
Ergebnissen des Pawlowschen Laboratoriums. Ziehen wir nun die 
hohe Autoritét dieses Laboratoriums in Betracht, welches stets eine 
physiologische Bedeutung nur solchen Versuchen, die hinsichtlich der 


1) Lipase: 0,5ccm Darmsaft + 10,0 cem Monobutyrinlésung (1 proz.) 
+ etwa 1,0 Toluol + 38° wihrend 24 Stunden; Titration mit n/50 KOH 
gegen Phenolphthalein als Indikator. 

Kontrollversuch wie oben mit aufgekochtem (5 Minuten auf dem Wasser- 
bade bei 100°) Darmsaft. 

2) Erepsin: 0,5 ccm Darmsaft + 20,0 ccm Wittepeptonlésung (2proz.) 
+ etwa 1,0 Toluol + 38° wahrend 24 Stunden; Formoltitration nach 
Soerensen (50). 

Kontrollversuch wie oben mit aufgekochtem (5 Minuten auf dem Wasser- 
bade bei 100°) Darmsaft. 
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Versuch 17. 
Hund 3. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 


























Menge des Menge des ] 
Zeit | Darmsaftes Bemerkungen Zeit Darmsattes Bemerkungen 
2h00' | aint Beginn der Beobachtung | 6h45’ 2.6 
2 15 0 7 00 0 
2 30 0 7 15 0 
2 45 0 7 30 0 
3 00, 0 7 45 0 
3 15 0 8 00 0 
3 30 0 8 15 14 
3 45 0 8 30 12 
4 00 3,7 Periodischer Darmsaft 8 45 0 - Gummirdéhr- 
415 0 *) Lipase = 1,5 shen, etwa 10 cm lan 
4 30 0 2) Erepsin = 11,8 9 45 12.5 Mcchanischer Saft Nr. 
445 0 10 05 ? yo ee 
500, 0 1205 «16,5 Mechaniscber Saft Nr. 2 
5 15 0 - |e 
sm; 6° -Mechan | $ | ¥ 
5 45 0 Bis 
6 00 0 Sait | 313 
6 15 0 = 
630, 0 pt Sa ey 7 


Methodik absolut einwandfrei sind, zuzuschreiben pflegt, so konnten 
wir uns mit vollem Vertrauen zu unseren Versuchstieren verhalten, 
mit anderen Worten, wir sind berechtigt, die SchluBfolgerung zu ziehen, 
daB wir es mit vdéllig gesunden Organen — Darmschleimhaut — voll- 
kommen gesunder Tiere als Untersuchungsobjekte zu tun hatten. 
Bei der Erklairung des auffallenden Auseinandergehens unserer 
Ergebnisse, sowie der Resultate des Pawlowschen Laboratoriums mit 
denen Delezennes und Frouins in der Frage iiber die Einwirkung der 
Verdauung in toto, der Salzsiure und des Magensaftes auf die Darm- 
sekretion par distance schlieBen wir uns ginzlich der Ansicht Sawitschs 
an, nimlich daB es sich bei den Versuchen genannter Autoren um 
eine sogenannte ,,paralytische Sekretion‘‘, infolge zugelassener Durch- 
trennung eines groBen Teiles der Intestinalnerven wiahrend Auflegung 
der Fisteln nach Thiry, handelt. Fir diese Annahme spricht: 1. die 


1) Lipase: 0,5 cem Darmsaft + 10,0 cem Monobutyrinlésung (1 proz.) 
+ etwa 1,0 Toluol + 38° wihrend 24 Stunden; Titration mit n/50 KOH 
gegen Phenolphthalein als Indikator. 

Kontrollversuch wie oben mit aufgekochtem (5 Minuten auf dem Wasser- 
bade bei 100°) Darmsaft. 

*) Erepsin: 0,5 ccm Darmsaft + 20,0 com Wittepeptonlésung (2 proz.) 
+etwa 1,0 Toluol + 38° waihrend 24 Stunden; Formoltitration nach 
Soerensen (50). 

Kontrollversuch wie oben mit aufgekochtem (5 Minuten auf dem Wasser- 
bade bei 100°) Darmsaft. 
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von ihnen beschriebene, sofort nach der Operation auftretende spontane, 
mehrere Wochen andauernde, mit der Zeit sich allmahlich abschwiachende 
kontinuierliche Darmsaftsekretion aus der Fisteléffnung, und 2. die 
Verstarkung derselben bei Nahrungsaufnahme. Dieses Erscheinungs- 
bild entspricht in der Tat véllig den Beobachtungen Molnars an einem 
Hunde mit Thiry-Vellascher Fistel, dem die betreffenden mesen- 
tenalen Nerven speziell durchgetrennt wurden, und ebenso den Er- 
gebnissen kirzlich beschriebener Untersuchung Sawitschs (51) tiber die 
Funktion der Darmdrisen der Thiry-Vellaschen Fistel an Hunden, 
bei denen eine Durchtrennung des PI. coeliacus, Gangl. mesenterial sup. 
und der Nn. splanchnici ausgefiihrt wurde. 
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Weitere Untersuchungen 
tiber die Giftempfindlichkeit von Lipasen verschiedener Herkunft. 


Von 
P. Rona und H. Petow. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1924.) 
Mit 13 Abbiidungen im Text. 


I. In fritheren Untersuchungen konnte ein stark ausgepriigtes 
spezifisches Verhalten von Fermenten, im besonderen der Lipasen ver- 
schiedener Herkunft gegen verschiedene Gifte nachgewiesen werden. So 
wurde gefunden’), daB z. B. Serumlipase (im Serum von Menschen) 
bereits von 0,01 mg Chinin hydrochlor. (in 50 ccm Gesamtvolumen) 
in ihrer Wirksamkeit auf Tributyrin gehemmt wird, waihrend Leber- 
lipase (im wisserigen Leberextrakt vom Menschen) selbst gegen 10 mg 
Chinin (unter denselben Bedingungen) vollkommen unempfindlich ist. 
Gegen Atoxyl erwies sich Pankreaslipase vom Menschen und vom 
Hunde (wiisserige Organextrakte wie auch Fistelsaft) ganz unempfind- 
lich, wiahrend die Leberlipase (vom Menschen und von der Katze) 
sehr empfindlich ist”). Ganz unempfindlich gegen Chinin war auch 
die Nierenlipase menschlicher Herkunft*). Die genaue Prifung der 
Lipasen anderer Organe (Lunge, Milz, Nebenniere) ist noch im Gange. 

Aber nicht nur Fermente verschiedener Organe, sondern die gleichen 
Organe verschiedener Tierarten verbielten sich gegen ein und dasselbe 
Gift verschieden. So wurden Serumlipasen einer Reihe von Tierarten 
(Kaninchen, Katze, Ratte, Maus, Meerschweinchen) ziemlich resistent 
bis unempfindlich gegen Chinin gefunden‘). 

Die nichstliegende Frage, ob diese strenge Spezifitat in der Emp- 
findlichkeit gegen das Gift dem Ferment als solchem oder etwa der 
Umgebung, in der das Ferment sich befindet, zuzuschreiben ist, suchten 
wir zunichst so zu entscheiden, daB wir die verschiedenen Ferment- 
lésungen (Serum oder Organextrakt) miteinander mischten und zu- 
sahen, wie solche Gemische sich gegen das Gift verhielten. Es bestand 
die Méglichkeit, daB mit der zu der ersten zugefiigten zweiten Ferment- 


1) P. Rona und R. Pavlovic, diese Zeitschr. 180, 225, 1922. 
2) Dieselben, ebendaselbst 184, 108, 1922. 

%) P. Rona und H. E. Haas, ebendaselbst 141, 222, 1923. 
*) P. Rona und D. Reinicke, ebendaselbst 118, 213, 1921. 
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lésung derjenige ,,Zustand** des Ferments entsteht, der ihn fir das Gift 
empfanglich oder widerstandfahig machen wiirde. Das Verhalten des 
einen Ferments wiirde, falls diese Annahme zu Recht besteht, in dem 
verinderten Milieu dasjenige des anderen Ferments gegen das Gift 
bestimmen. Die Untersuchungen ergaben, daB dies nicht der Fall war, 
sondern daB jede Fermentart ihre Eigenart dem Gifte gegeniiber auch 
im Gemisch behielt. Mischt man z. B.') Menschen- und Tierserum 
miteinander, so war keinerlei ,,Schutzwirkung“ des letzteren gegen 
das Chinin zu beobachten, sondern die Lipasen der betreffenden Sera 
wirkten ungestért nebeneinander und addierten ihre Wirkungen. 
Wurden Serumlipase (Serum) mit Leberlipase (wiisseriger Leber- 
extrakt) oder nur Nierenlipase (wasseriger Nierenextrakt) miteinander 
vermischt?), so wurde die Empfindlichkeit bzw. die Resistenz gegen 
das Gift nicht von einer auf die andere Fermentart tibertragen. 
Diese Versuche sprachen also dafiir, daB die Giftempfindlichkeit 
der in Frage kommenden Fermente nicht von den die Fermentwirkung 
begleitenden Faktoren der Umgebung, sondern von der ,,Natur* 
(chemische und physikalische Konstitution) des Ferments selbst abhingt. 
II. Ein anderer Weg zur Lésung der Frage, wieweit die Fermente 
als solche und wieweit die Umgebung das Verhalten gegen die Gifte 
bestimmt, ist, die Fermente in méglichst reinem Zustande darzustellen. 
Zur Reindarstellung der Leber- und der Pankreaslipase standen uns 
die Vorschriften von R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz*) zur Ver- 
figung. Bei der Reinigung der Serumlipase konnten wir die Beobachtung 
verwerten, daB bei der fraktionierten Ausfillung der Globuline die 
Lipase mit bestimmten Globulinfraktionen mitgerissen wird und dann 
mit diesen Fraktionen mit Glycerin in Lésung gebracht werden konnte ‘). 
Diese Fraktionen waren bei 4/3. bis */,, Ammonsulfatsattigung erhalten, 
und zwar war die Hauptmenge der Lipase beim Pferdeserum bei 
$/,9 Sattigung gewonnen, wihrend beim Menschenserum ein Unter- 
schied zwischen */,, und ®/,.-Sattigung nicht zu beobachten war. Bei 
3/,9-Sattigung war die ganze Lipase im Filtrat, wihrend bei Sattigungen 
iiber */,, im Filtrat nichts von der Lipase vorhanden war. Die Globulin- 
niederschliage wurden durch Zentrifugieren von der dartiber stehenden 
Flissigkeit méglichst griindlich befreit, dann in Glycerin aufgenommen. 
In Arbeit kamen meist 30 bis 50 ccm Serum; die Globulinfraktionen 
wurden in 5 bis 10 com Glycerin gelést und ihr Lipasetiter nach R. Will- 


1) P. Rona und D. Reinicke, 1. c. 
*) P. Rona und R. Pavlovic, |. c.; P. Rona und E. H. Haas, |. c. 
3) R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 132, 1923. 
*) Bei diesen Versuchen hat uns Herr Dr. Schreiber wertvolle Hilfe 
geleistet. 
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stdtter und Fr. Memmen') bestimmt. — Ist die Reinigung des Ferments 
bei diesem Verfahren nicht so weitgehend wie bei der Wéillstdtterschen 
(da eine Elution des an Tonerde adsorbierten Ferments wohl infolge 
der geringen Fermentkonzentration zu keinem Erfolg fiihrte), so haben 
wir dennoch auch hier ein von Begleitstoffen weitgehend befreites 
Ferment zu den Versuchen benutzt. 

1. Betrachten wir zuerst die Versuche mit den Glycerinlésungen 
der Globulinfraktionen der betreffenden Serumarten, so sehen wir, 
daB die bei Anwendung des urspriinglichen Serums behobenen Befunde 
in bezug auf das Verhalten der Lipase auch bei diesen .,Serumfraktionen* 
ihre Geltung behalten. 

In allen Versuchen dieser Mitteilung wurde die betreffende Ferment- 
lésung (meist lceem) mit 2cem Pufferlésung (m/3 primires Phosphat 1 
zu m/3 sekundires Phosphat 8, pz = 7,7), dann mit 1 cem der Giftlésung 
(lproz. Chinin hydrchlor. bzw. Iproz. Atoxyllésung bzw. destilliertes 
Wasser) versetzt, die Mischung 1 Stunde stehengelassen und dann 50 ccm 
der gesittigten Tributyrinlésung zugefiigt. Die Spaltung wurde mit der 
stalagmometrischen Methode verfolgt. 

Wie die ohne jede Vorbehandlung angewandte Menschenserum- 
lipase, so war auch die durch Fraktionierung des Serums gewonnene 
(in den Versuchen mit ,,Serumfraktion“ bezeichnet) chininempfindlich, 
wahrend die Pferdeserumlipase sich sowohl im urspriinglichen Serum, 
wie auch in den Glycerinlésungen der Fraktionen sowohl gegen Chinin 
als auch gegen Atoxyl resistent erwies. 

Dies zeigen die folgenden Versuche?). 


Versuch 9 (Abb. 1). Menschenserumfraktion (Lipaseeinheiten in 1 ecm 
0,3, verdiinnt 1:2). Chinin. hydrochlor. in Kclben 2: 5 mg; Kolben 3: 


Abb. 1. 
2,5 mg; Kolben 4: 1,25 mg; Kolben 1: Kontrolle. Die Konstanten (be- 
rechnet nach der monomolekularen Reaktion x 10* waren in den Kolben 1: 
14,8, in den Kolben 2 bis 4: 0. 


1) R. Willstatter u. Fr. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. 

*) In den Abbildungen sind die Zeiten (Minuten) auf der Abszisse, 
die Prozente Tributyrin auf der Ordinate aufgetragen. Die Kolben 1, 2 usw. 
sind in den Abbildungen mit I, II usw. bezeichnet. 
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Versuch 10 (Abb. 2). Menschenserumfraktion (Lipaseeinheiten in | cem 
0,3, verdiinnt 1: 2). Chinin. hydrochlor. in Kolben 2: 2,5 mg; in Kolben 3: 
1,25 mg; in Kolben 4: 0,61 mg; 1. Kontrolle. 

k.10* in Kolben 1: 16,5; in Kolben 4: 6,4; in Kolben 2 und 3: 0. 
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Abb. 2. 


Versuch 12 (Abb. 3). Pferdeserumfraktion (Lipaseeinheiten in 1 ccm 
2,4, angewandt in einer Verdiinnung 1: 5). Chinin. hydrochlor. in Kolben 2: 
5 mg; in Koiben 3: 2,5 mg; Kolben 1: Kontrolle. 

k.10* in allen drei Kolben: 12,6. 
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Abb. 3. 


Versuch 7 (Abb. 4). Pferdeserumfraktion (Lipaseeinheiten in 1 ccm 
1,0, angewandt in Verdiinnung 1:2). Chinin. hydrochlor. in Kolben 2: 
10 mg; in Kolben 3: 5mg; in Kolben 4: 2,5 mg; in Kolben 1: Kontrolle. 

k.10* in Kolber 1: 34,5; in Kolben 2, 3 und 4: 25,7. 
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Versuch 13 (Abb. 5). Pferdeserumfraktion (Lipaseeinheiten in 1 ccm 
2,4, angewandt in Verdiinnung | : 4). Atoxyl in Kolben 2: 5 mg; in Kolben 3: 
2,5 mg; in Kolben 4: 1,25 mg; in Kolben 1: Kontrolle. 

k.10* in allen fiinf Kolben: 30,3. 
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Vereinigt man die Serumfraktionen vom Menschen und vom 
Pferdé — wie in den folgenden drei Versuchen — und vergiftet man 
das Gemisch mit Chinin, so wird nur die Menschenlipase abgetétet, 
die Pferdelipase behailt ihre urspriingliche Wirksamkeit. 

Die Versuche (Nr. 25 und 24) wurden so angestellt, daB zuniichst 
die Wirksamkeit von 1 Teil Menschenlipase und 1 Teil Pferdeserum- 
lipase, dann die kombinierte Wirkung von je einem halben Teil Menschen- 
+ Pferdelipase ohne Gift gepriift wurde. Die Fermentstirken wurden 
so abgestimmt, daB alle drei Kurven (ganz oder angenidhert) zusammen- 
fielen. Dann wurde (in drei weiteren Versuchsreihen) die Wirkung 
von ¥4 Teil Menschenlipase ohne Chinin, von 4% Teil Pferdelipase ohne 
Chinin und endlich von 1% Teil Menschen- + \% Teil Pferdelipase 
mit Chinin gepriift. In einer letzten Versuchsreihe wurde die Wirkung 
derselben Chinindosis auf 1% Teil Menschenlipase gepriift. In Versuch 
Nr. 23 wurden nur die vier letzten Versuchsreihen ausgefihrt. 

Versuch 25. (Abb. 6.) Kombination von Menschenserumlipase und 


Pferdeserumlipase. Kolben 1: Menschenserumfraktion (Lipaseeinheiten in 
leem 0,4, angewandt in Verdiinnung 1:3) 3ccem. Kolben 2: Pferdeserum- 
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fraktion (Lipaseeinheiten in 1 cem 1,25, angewandt in Verdiinnung | : 5) 2 cem. 
Kolben 3: Menschenserumfraktion 1,5 cem + Pferdeserumfraktion 1,0 ccm. 
Kolben 4: Menschenserumfraktion 1,5 cem + Pferdeserumfraktion 1,0 cem 
+ 2mg Chinin. hydrochlor. Kolben 5: Menschenserumfraktion 1,5 cem. 
Kolben 6: Pferdeserumfraktion 1,0 cem. Kolben 7: Menschenserumfraktion 
1,5 cem + 2 mg Chinin. hydrochlor. 

k.10* in Kolben 1 bis 3: 30,2; in Kolben 4 bis 6: 12,2; in Kolben 7: 0. 

Versuch 24 (Abb. 7). Kombination von Menschenserumlipase und 
Pferdeserumlipase. Kolben 1: Menschenserumfraktion (Lipaseeinheiten in 
leem 0,4) 2cem. Kolben 2: 
Pferdeserumfraktion (Lipaseein - 
heiten in 1 cem 1,11, angewandt 
in Verdiinnung 1:3) 2ccm. 
Kolben 3: Menschenserumfrak- 
tion leem + Pferdeserumfraktion 
leem. Kolben 4: Menschen- 
serumfraktion lcem + Pferde- 
serumfraktion leem + 2mg 
Chinin. hydrochlor. Kolben 5: 
Menschenserumfraktion 1 cem. 
Kolben 6: Pferdeserumfraktion 
leem. Kolben 7: Menschen- 0 20 30 WO 50 0 1 WO WOT) 0 BO Ww 
serumfraktion leem + 2mg Abb. 7. 
Chinin. hydrochlor. 

k.10*. Kolben 1: 27,8; Kolben 2 und 3: 38,0; Kolben 4 bis 6: 16,4; 
Kolben 7: 0. 

Versuch 23 (Abb. 8). Kombination von Menschenserumlipase und 
Pferdeserumlipase. Kolben 1: Menschenserumfraktion (Lipaseeinheiten in 
leem 0,15) leem. Kolben 2: Pferdeserumfraktion (Lipaseeinheiten in 1 cem 
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0,7, angewandt in Verdiinnung 1:4) lcem. Kolben 3: Menschenserum- 

fraktion 1 ccm + Pferdeserumfraktion 1 cem + 2 mg Chinin. hydrochlor. 

Kolben 4: Menschenserumfraktion 1 cem + 2 mg Chinin. hydrochlo.. 
k.10*. Kolben 1 bis 3: 12,4; Ko!ben 4: 0. 


2. In den folgenden Versuchen haben wir Menschenserumlipase 
mit Leberlipase vom Schweine in der gleichen Weise wie oben die 
beiden Serumfraktionen kombiniert. Benutzt wurden zu diesen Ver- 
suchen die bereits in den obigen Versuchen verwendeten ,,Menschen- 
serumfraktionen‘‘, dann Elutionen von Schweineleberlipase, die genau 
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nach den Vorschriften von R. Willstdtter und E.Waldschmidt-Leitz aus 
den vorher nach den Angaben dieser Autoren hergestellten Trocken- 
pulvern der Organe mittels Glycerinauszug und nachheriger Adsorption 
an Tonerdehydrat [nach der Methode B hergestellt!)] gewonnen wurden. 
Die Lipase der ,,Schweineleberelution™ ist resistent gegen Chinin, und 
sie behalt diese Eigenschaft auch in Kombination mit der ,,Serum- 
fraktion“ in Glycerin. 

Versuch 32. (Abb. 9.) Kolben 1: Serumfraktion vom Mensch (Lipase- 
einheiten in 1 cem 0,5, angewandt in Verdiinnung 1: 2) 2ccm. Kolben 2: 
»,Leberelution vom Schwein 
(Lipaseeinheiten in 1 ccm 
6,1, angewandt in Verdiin- 
nung 1:8) leem. Kolben 3: 
Menschenserumfraktion leem 
+ ,,Leberelution®’ 0,5 cem. 
$—}——} 4+ | 3 a Kolben 4: Menschenserum- 
| fraktion 1 ccm + Leberelu- 
2 Se ee tion 0,5cem + 2 mg Chinin. 

hydrochlor. Kolben 5: Men- 
See ae ae — _ - —+ - . 

>. fi: | schenserumfraktion 1 ccm. 
ee oe eo 000 70 720 0 Wo Kolben 6: Leberelution 0,5. 
Abb. 9. Kolben 7: Menschenserum- 
fraktion 1 cem + 2 mg Chinin. 

hydrochlor. 
k.10*. Kolben 1 bis 3: 
37,0; Kolben 4 bis 6: 21,5; 

Kolben 7: 0. 

Versuch 31 (Abb. 10). 
Kolben 1: Serumfraktion 
vom Mensch (Lipaseeinheiten 
in leem 0,5, Verdiinnung 
1:2) 2ccm. Kolben 2: 
, Leberelution** vom Schwein 
(Lipaseeinheiten in 1cem 
6,1, Verdiinnung | : 6) 1 ccm. 
Kolben 3: Menschenserum- 
fraktion 1 cem + Leberelution 
0,5. Kolben 4: Menschen- 
serumfraktion 1 ccem-+ Leber- 
elution 0,5 + Chinin. hydro- 
chlor. 2 mg. Kolben 5: 
Menschenserumfraktion 1 ccm. 
Kolben 6: Leberetution 0,5. 
Kolben 7: Menschenserum- 
fraktion leem + 2 mg Chinin. 

hydrochlor. 
k.10*. Kolben 1 und 3. 
34,6; Kolben 2: 28,6;Kolben 4 

Abb. 11. bis 6: 16,6; Kolben 7: 0. 
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3. In den folgenden zwei Versuchen wurden ,,Elutionen“ aus 
Pankreas vom Schweine [aus dem getrockneten und entfetteten Organ 
mittels Adsorption des Glycerinauszuges an Al,O, und nachheriger 
Elution!) gewonnen] und solche aus Leber vom Schweine (ebenso 
dargestellt) kombiniert und der Wirkung von Atoxyl ausgesetzt. Die 
Pankreaslipase ist gegen Atoxyl (fast) ganz unempfindlich, die Leber- 
lipase stark empfindlich. So sehen wir auch in unseren Versuchen, 
daB bei der Kombination der beiden Fermente das Atoxyl nur die 
eine Lipaseart hemmt, die andere nicht beeinfluBt. 

Versuch 35. (Abb. 11.) Kolben 1: Pankreaselution (Lipaseeinheiten nach 
300 facher Verdiinnung in 1 ecm 0,47) 2cem. Kolben 2: Leberelution (Lipase- 
einheiten in 1 ccm 6,1, angewandt in elffacher Verdiinnung) 2ccm. Kolben 3: 
Pankreaselution 1 cem + Leberelution leem. Kolben 4: Pankreaselution 
l ecm + Leberelution 1 cem + 5mg Atoxyl. Kolben 5: Pankreaselution 
leem. Kolben 6: Leberelution leem. Kolben 7: Leberelution 1 ccm 
+ 5mg Atoxyl. Kolben 8: Pankreaselution 1 cem + 5 mg Atoxyl. 

k.10*. Kolben 1 bis 3: 50,0; Kolben 4, 5, 6, 8: 22,0; Kolben 7: 0. 





Abb. 12. Abb. 13. 


Versuch 34 (Abb. 12). Anordnung wie im Versuch 35. 

k.10,. Kolben 1 und 3: 50,6; Kolben 2: 70,0; Kolben 4, 5, 6: 30,5; 
Kolben 8: 20,5; Kolben 7: 0. 

4. In einer letzten Versuchsreihe mischten wir Lipasen von dreierlei 
Herkunft — Leber, Pankreas vom Schweine, Serum vom Menschen — 
und priiften dieses Gemisch einmal mit Atoxyl, einmal mit Chinin. 
Die Lipase aus Schweinepankreas ist sowohl gegen Atoxyl als auch 
gegen Chinin unempfindlich*), die aus Schweineleber gegen Chinin 
unempfindlich, gegen Atoxyl empfindlich, wahrend die Lipase des 
menschlichen Serums sowohl gegen Chinin als auch gegen Atoxyl 


1) Vgl. R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Seitz, |. c., 8. 171. 

2) Wahrend Hunde- und Menschenpankreas nach friiheren Unter- 
suchungen eine chininempfindliche Lipase enthalt. Allerdings fanden wir 
jetzt an nach Wéillstdtter dargestellter Pankreaslipase vom Menschen eine 
viel geringere Empfindlichkeit gegen das Gift als seinerzeit bei den wasserigen 
Organausziigen. 
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empfindlich ist. Mischt man also gleiche Teile der drei Lipasen und 
behandelt man das Gemisch einmal mit Chinin, einmal mit Atoxyl, 
so miissen im ersten Falle zwei Drittel der urspriinglichen Wirkung 
(die kombinierten Wirkungen der Pankreas- und der Leberlipasen), 
im zweiten Falle nur ein Drittel der Wirkung ohne Gift (nur die Wirkung 
der Pankreaslipase) tibrig bleiben. Das ist, wie der folgende Versuch 
zeigt, auch der Fall. 


Angewandt wurden zu dem Versuch (39; Abb. 13) die oben angewandten 
Elutionen aus dem Pankreas und der Leber vom Schwein, ferner die ent- 
sprechende Serumfraktion vom Menschen in Glycerin. 

Kolben 1: Menschenserumfraktion 3 ccm. Kolben 2: Schweinepankreas- 
elution 3 cem. Kolben 3: Schweineleberelution 3 cem. Kolben 4: Menschen- 
serumfraktion, Schweinepankreaselution, Schweineleberelution je 1 ccm. 
Kolben 5: Menschenserumfraktion, Schweinepankreaselution, Schweine- 
leberelution je 1 eccem + 5mg Chinin. hydrochlor. Kolben 6: Menschen- 
serumfraktion, Schweinepankreaselution, Schweineleberelution je 1 ccm 
+ 5mg Atoxyl. Kolben7: Schweineleberelution + Schweinepankreas- 
elution je lcem. Kolben 8: Schweinepankreaselution 1 ccm. 

k.104. Kolben | bis 4: 143,60; Kolben 5 und 7: 70,2; Kolben 6 und 8: 
48,4. 


Zusammenfassung. 


Das in vorangegangenen Untersuchungen festgestellte spezifische 
Verhalten der Lipasen verschiedener Herkunft lit sich auch an weit- 
gehend gereinigten Fermenten wiederfinden. 


Die Giftempfindlichkeit bzw. die Resistenz gegen die angewandten 
Gifte Chinin und Atoxyl war bei nach Willstdtter hergestellten Lipasen 
aus Schweinepankreas und Schweineleber, wie bei durch fraktionierte 
Fallung gereinigter Serumlipase dieselbe wie bei den wisserigen Aus- 
zigen der betreffenden Organe bzw. vom urspriinglichen Serum. 

Mischt man die so gereinigten Lipasearten verschiedener Herkunft 
und setzt man das Gemisch der Giftwirkung aus, so behalt jede Ferment- 
art ihre Eigenart dem Gifte gegeniiber auch im Gemisch bei, und man ist 
so in der Lage, ein Gemisch von Fermenten auf ihre Komponenten zu 
priifen. So erhalt man in einem Gemisch von gleichen Teilen Menschen- 
serum-, Schweinepankreas-, Schweineleberlipase bei Einwirkung von 
Chinin zwei Dritte] der Gesamtfermentwirkung (iibrigbleibende Wirkung 
von Pankreas- und Leberlipase), bei Einwirkung von Atoxyl nur 
ein Drittel der Gesamtwirkung (iibrig bleibende Wirkung der Pankreas- 


lipase ). 











Der ,Grundumsatz* eine relative GriBe. 
Von 
Egon Helmreich. 
(Aus der Universitétskinderklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 21. Januar 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn man den Grundumsatz bestimmt, will man ein Bild ge- 
winnen tiber die Energiemenge, welche ein Organismus verbraucht, 
um seine Funktionstiichtigkeit und seinen Bestand an lebendem Proto- 
plasma ungeschmilert zu erhalten. 


Die Kosten einer éuBeren Arbeit sind darin nicht enthalten. Zur Er- 
mittlung des Grundumsatzes bringt man den Kérper in den Zustand der 
Muskelruhe und der Niichternheit, um die zwei bei weitem ausgiebigsten 
Umsatzsteigerungen auszuschlieBen. Nur in einem Teil der Gewebe wird 
man den Kraftwechsel der ruhenden Zelle erfassen; die Tatigkeit mancher 
Organe, z. B. des Herzens und der Atemmuskeln, ruht nie ganz, und sie ist 
im Grundumsatz inbegriffen. Verwickelter sind die Verhiltnisse bei der 
Verdauung: im Zustand der Niichternheit, 12 bis 15 Stunden nach der 
Nahrungsaufnahme, hat die Sekretion und Resorption, sowie die Bewegung 
im Diinndarm im wesentlichen aufgehért; der Dickdarm ist aber noch 
gefiillt. Auch die Verdauung jenseits des Darmes, z. B. in der Leber, hilt 
linger an als die Diinndarmtatigkeit und man miiBte, um jeden Einflub 
der Nahrungsaufnahme auf den Energieumsatz auszuschlieBen, zu einem 
so spiten Zeitpunkt untersuchen, wo schon der ,,Hungerstoffwechsel* 
sich geltend zu machen beginnt. Der Anteil der Dickdarmtitigkeit am 
Gesamtkraftwechsel ist sicher nur sehr gering zu bewerten, der Einflu8 der 
postintestinalen Verdauung ist aber nicht leicht abzuschitzen. 

Man war der Meinung, da8 der Grundumsatz fiir jeden Organismus 
ein ziemlich feststehender Wert sei, welcher im wesentlichen von der GriBe 
oder der Masse des Kérpers abhiingt und von der individuellen Aktivitat 
des Stoffwechsels, welche durch den Zustand der innersekretorischen 
Driisen gegeben ist; ein Fixum, dessen Schwankungen man allein der ver- 
schiedenen Sorgfalt bei seiner Ermittlung zuschreiben wollte. Eine schéne 
Bestatigung dieser Annahme schien damit gegeben, daB es sich in lang- 
fristigen Untersuchungsreihen zeigte, daB bei demselben Menschen die 
GréBe des Grundumsatzes auch fiir langere Zeitstrecken in engen Grenzen 
konstant gefunden wurde. Es ist dies nicht verwunderlich, da man doch 
bei solchen Untersuchungen auf die Einhaltung gleichbleibender Verhaltnisse 
Bedacht nimmt und da auch bei nicht absichtlicher Regelung ein Erwachsener 
spontan seine festgelegten Lebensgewohnheiten beibehilt. 

Piliiger stellte dann, um die Unabhiangigkeit und die Konstanz des 
Grundumsatzes auch dem Angebot an Nahrungsstoffen gegeniiber zu 
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betonen, das Gesetz auf, daB die Zelle den Verbrauch bestimme und auch 
durch einen Uberschu8 an Nahrungszufuhr zu einer Erhéhung des Grund- 
umsatzes nicht gezwungen werden kénne. Er wendete sich damit wohl 
hauptsichlich gegen die Lehre ven der Luxuskonsumption. Die klinische 
Beobachtung hatte sie postuliert fiir solche Fille, wo bei sehr reichlicher 
Ernahrung (und guter Ausnutzung im Darm) ein Mensch oder Tier an Gewicht 
nicht oder nicht entsprechend zunahm. Fiir solche Fille nahm man an, 
daB die tiber den Erhaltungsumsatz zugefiihrte Nahrung nicht gespeichert, 
sondern gleich verbrannt werde; in welcher Weise sich der erhéhte Energie- 
verbrauch auswirke, war unklar. Der Begriff der Luxuskonsumption 
wurde schlieBlich von den meisten abgelehnt. Zu einigen Ehren kam sie 
wieder durch Grafes Untersuchungen, der zeigen konnte, da8 bei forcierter 
Mast die Zellen gezwungen werden kénnen, Nahrungsstoffe weit iiber den 
nétigen Bedarf zu verbrennen. Der Grundumsatz stieg dabei betrichtlich 
an, die Steigerung betrug etwa 40 Proz. Allerdings hat es sich hier um 
extreme Zustinde gehandelt, die Nahrungszufuhr betrug das Dreifache des 
Minimalbedarfes. Man mu8 hier zwei Méglichkeiten ins Auge fassen: 
Entweder gibt es eine obere Grenze der Nahrungszufuhr, iiber welcher das 
physiologische KostmaB zu einem pathologischen wird, das die Zellen 
zwingt, ihr Prirogativ in der Bestimmung der GréBe des Kraftwechsels 
aufzugeben und in Anpassung an das gesteigerte Angebot weit tiber den 
Bedarf zu verbrennen; oder die Luxuskonsumption bei Mast stellt nur ein 
extremes Beispiel mit maximalen Ausschlagen dar fiir einen Vorgang, den 
man auch bei geringfiigigeren Nahrungsmengensteigerungen in geringerem 
AusmaBe miiBte feststellen kénnen. 


Wir haben uns auf Initiative von Prof. Pirqguet neuerdings mit 
dieser Frage beschaftigt und untersuchten den EinfluB, den quanti- 
tative Anderungen der Nahrungszufuhr auf den Kraftwechsel haben, 
ob mit anderen Worten eine Steigerung des Nahrungsangebotes die 
Zelle zu erhéhter Verbrennung veranlaBt. Solche Untersuchungen 
sind besser am Erwachsenen durchzufiihren, da beim Kinde in langeren 
Versuchsperioden die Wachstumsverhiltnisse nicht ohne Einflu8 sind; 
doch sind unsere Versuchsperioden verhiltnismaBig so kurzdauernd, 
daB wir diese Einfliisse vernachlissigen kénnen. Die Untersuchungen 
wurden an sechs Kindern durchgefihrt und ergaben in allen Fallen 
das gleiche Resultat. 

Der Kraftwechsel wurde durch die Bestimmung des Sauerstoff- 
verbrauchs nach Krogh festgestellt. Unter gleichbleibenden Be- 
dingungen stellte er sich beim einzelnen Kinde immer auf eine bestimmte 
Hohe ein, so daB Anderungen seiner GréBe in Serienuntersuchungen 
zu SchluBfolgerungen berechtigen, selbst wenn es beim Kinde sehr 
schwer ist, wahrend der Untersuchung jenen Grad von Muskel- 
entspannung zu erreichen, den man beim Erwachsenen zur Bestimmung 
des Grundumsatzes fordert. 

Wir gaben den Kindern zuerst durch 10 Tage taglich gleichbleibend 
eine Nahrungsmenge, welche ihren Bedarf gerade deckte und sie im gleichen 
Gewicht erhielt. Die quantitative Nahrungsbemessung geschah nach den 
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Normen des Pirquetschen Ernaihrungssystems. Qualitativ war die Nahrung 
eine gemischte Kost aus Eiwei8, Fett und Kohlehydraten, wobei die drei 
Bestandteile in immer demselben Mischungsverhaltnis gereicht wurden; 
der EiweiBgehalt betrug konstant etwa 16 Proz. des kalorischen Wertes 
der ganzen gereichten Nahrung. Die Zahlen fiir die gereichten Kostmengen 
sind aus der Legende zur ersten Abbildung ersichtlich. Nachdem sich in 
wenigen Tagen der Grundumsatz auf ein ziemlich gleichbleibendes Niveau 
eingestellt hatte, erhGhten wir unvermittelt von einem Tag auf den nachsten 
die Nahrungsmenge auf das Doppelte; dies geschah so, daB jede einzelne 
Speise der ersten Periode nun in doppelter Menge verabreicht wurde. Damit 
blieb die verhiltnism&Bige Zusammensetzung von Ejiwei®, Fett und 
Kohlehydrat gewahrt. Diese Nahrungsmenge ist eine sehr reichliche zu 
nennen, aber keine exzessive, und sie wird die von manchen Vielessern 
gewohnheitsmaBig genossenen Mengen nicht iibersteigen. Die Kinder 
blieben bei gutem Appetit, klagten kaum iiber die Fiille der zu bewiltigenden 
Nahrung, und die Ausniitzung war gut, soviel sich aus der makroskopischen 
Besichtigung der maBig gesteigerten Stuhlmenge schlieBen lieB. 
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Abb. 1. Die Verdopplung der taglichen Nahrungsmenge fiibrt zu einer 20 proz. Erhéhung 
des Ruhe-Niichtern-Umisatzes. Kind Marie Maslo, 11'/, Jahr alt, 77cm Sitzhéhe. 


Es zeigte sich nun, da8 wihrend der reichlichen Nahrungszufuhr der 
Grundumsatz allmahlich im Verlauf von 2 bis 3 Wochen bis zu einem 
gewissen Niveau anstieg, welches beiliufig um 20 Proz. héher lag, als der 
Grundumsatz vordem betrug, und dann weiterhin auf dieser Héhe ziemlich 
unverandert verharrte, solange die reichliche Ernahrung gegeben wurde. 
Diese allmahliche Einstellung auf die héhere Ebene vollzog sich in einem 
Falle in 14 Tagen, in einem anderen Falle dauerte es 3 Wochen. Als durch 
eine Reihe von Tagen der Grundumsatz nicht mehr stieg, reduzierten wir 
wieder unvermittelt von einem Tag zum anderen die Nahrungsmenge auf 
die Hialfte. Der Sauerstoffverbrauch begann alsbald abzusinken, doch 
geschah dies ganz allmihlich, und es dauerte 10 bis 14 Tage, bis der niedrige 
Wert der ersten Versuchsperiode wieder erreicht war. 

Das Kérpergewicht war wihrend der ganzen Zeit der reichlichen Er- 
naihrung gleichmaéBig angestiegen; nach Reduktion der Nahrung auf die 
Halfte fiel es wieder etwas ab, doch bei weitem nicht so tief, daB es den 
Wert bei Beginn des ganzen Versuches erreichte. 
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Diese Ergebnisse lassen mehrere Deutungen zu. Die einfachste Er- 
klirung wire die, daB die Erhéhung des Kraftwechsels nicht den Grund- 
umsatz betrifft, sondern daB wegen der groBen Nahrungsmenge auch nach 
15 Stunden noch nicht der Zustand der Niichternheit erreicht ist. Der 
erhéhte Sauerstoffverbrauch wiirde also ein Ausdruck der vermehrten 
Verdauungsarbeit sein. Nach allem, was wir iiber den Energieverbrauch 
wissen, den die Arbeit der einzelnen Organe kostet, kénnen wir eine Er- 
héhung des Kraftwechsels um 20 Proz. nicht auf eine bloBe Steigerung 
der Verdauungstatigkeit zuriickfiihren, die zudem nach 15 Stunden schon 
im Ausklingen sein miiBte. Gegen eine solche Auffassung spricht auch, daB 
gerade in den ersten Versuchstagen, wo man am ehesten erwarten miiBte, 
daB die Verdauung sich noch nicht an die vergréBerte Nahrungsmenge an- 
gepaBt hat, die Werte des Sauerstoffverbrauchs geringer sind als spiter. Und 
das nur allmihliche Heruntergehen des Sauerstoffverbrauchs nach Aussetzen 
der groBen Nahrungsmenge spricht in gleicher Weise dagegen, da schon 
nach 1 bis 2 Tagen die Verminderung und Verkiirzung der Darmarbeit 
deutlich werden miiBte. Zur Widerlegung der Ansicht, daB der erhéhte Grund- 
umsatz einen Zustand des Nichtniichternseins bedeuten kénnte, machten 
wir noch folgende Untersuchung: Wenn 15 Stunden nach der Nahrungs- 
einnahme die Darmtitigkeit noch nicht zur Ruhe gekommen ist und den 
Sauerstoffverbrauch hochhalt, so miiBte doch nach 24stiindiger Nahrungs- 
enthaltung die Darmverdauung beendigt und der Sauerstoffverbrauch 
abgesunken sein. Wir fanden sowohl in der Periode mit geringer, als auch 
mit doppelter Nahrungsmenge, daB nach 24stiindigem Hungern der Sauer- 
stoffverbrauch nicht geringer ist, als nach l5stiindiger Niichternheit; die 
Werte waren nach 24 Stunden sogar etwas héher (beiliufig um 2 Proz.), was 
wohl damit zusammenhingt, daB die 15-Stunden-Untersuchung morgens 
geschah, wihrend die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs nach 
24 Stunden in den Nachmittag fiel, eine Zeit, wo nach den bekannten 
Tagesschwankungen der Stoffwechsel reger ist als morgens. Eine verzégerte 
Darmverdauung ist somit als ausschlaggebender Grund fiir den erhéhten 
Grundumsatz nicht in Betracht zu ziehen. 

Es lieBe sich denken, daB die Nahrungsstoffe durch die sogenannte 
spezifisch-dynamische Wirkung die Erhéhung des Kraftumsatzes herbei- 
fiihren. Da diese Wirkung erst dann zur Geltung kommt, wenn die Nahrung 
resorbiert ist und im Blute kreisend die Gewebszellen erreicht (fF. Benedict, 
G. Lusk), so kénnte sie auch dann noch fiir die Erhéhung des Energie- 
umsatzes in Frage kommen, wenn die Darmverdauung schon beendigt ist 
und wenn der Zustand der Niichternheit erreicht ist. Aber nach der 
24stiindigen Nahrungsenthaltung miiBte die spezifisch-dynamische Wirkung 
schon abgeklungen sein, oder doch wenigstens an Intensitiét nachgelassen 
haben. Wir sahen aber, wie eben erwihnt, da8 auch nach 24 Stunden der 
Kraftwechsel unvermindert hoch blieb. Unsere Versuchsanordnung, die 
viele Faktoren, z. B. die Stickstoffbilanz, nicht beriicksichtigt, erlaubt 
es nicht, mit Sicherheit die Auffassung auszuschlieBen, daB Reizstoffe 
irgendwelcher Art, die aus der Nahrung stammen, an der Erhéhung des 
Grundumsatzes teilnehmen. 

Man muB es wohl ablehnen, die Steigerung des Grundumsatzes auf die 
Steigerung des Kérpergewichtes zu beziehen. Eine rasche Vermehrung der 
Kérpermasse beruht vorwiegend auf Wasser- und Fettansatz und nur zum 
geringsten Teil auf der Speicherung von Glykogen und labilem EiweiB. 
Alle diese Stoffe bedeuten keine Vermehrung des ,,atmenden Protoplasmas**, 
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von dem man annimmt, daB seine Stoffwechselintensitat allein die GréBe 
des Sauerstoffverbrauchs bestimmt. Selbst vom gespeicherten Eiwei8 
nimmt man an, daB es als tote Reservesubstanz an der Atmung aktiv nicht 
teilnimmt. EiweiSmast fihrt ja nur bei gleichzeitigem Training zu Ver- 
mehrung des lebenden Protoplasmas. Uberdies steht die Vermehrung des 
Sauerstoffverbrauchs und das Ansteigen des Kérpergewichts in unseren 
Versuchen nicht im gleichen Verhaltnis. Vermindert man nach einer Periode 
reichlicher Kost die Nahrungsmenge wieder auf den knappen Tagesbedarf 
(Abb. 1), so steht das Korpergewicht héher als zu Beginn der Mast, der 
Sauerstoffbedari ist aber wieder auf denselben niedrigen Anfangswert 
abgesunken. Wir haben es aus diesen Griinden auch unterlassen, den 
Sauerstoffverbrauch auf das Kilogramm Kérpergewicht zu beziehen und 
irgendwelche Schliisse aus einer solchen Kombination zu folgern. 

Am wahrscheinlichsten ist uns eine vierte Art der Erklarung, nimlich 
daB die Steigerung des Kraftwechsels wirklich als Steigerung des Grund- 
umsatzes anzuerkennen ist, wozu wir berechtigt sind, wenn Grundumsatz 
und Ruhe-Niichtern-Umsatz identisch sind. Die Erhéhung der Nahrungs- 
zufuhr von der Erhaltungskost auf die doppelte Menge hat eine Steigerung des 
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Abb. 2. Bei jeder stufenweisen Erhéhung der taglichen Nahrungszufuhr 
steigt der Ruhe-Niichtern-Umsatz entsprechend an. Kind Hermine Salzborn, 
12 Jahr alt, 785m Sitzhéhe, 33,6 kg Gewicht. 


Kraftwechsels um 20 Proz. im Ruhe-Niichtern-Umsatz bewirkt. Diese 
Steigerung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte allmahlich in 2 bis 3 Wochen, 
blieb aber dann auf der erreichten Erhéhung bestehen, solange die reichliche 
Nahrungszufuhr andauerte. Der Ruhe-Niichtern-Umsatz hat sich zu dem 
erhéhten Angebot in ein neues, entsprechendes Gleichgewicht gesetzt. 

Wir haben gesehen, da8 auf Zufuhr reichlicher, aber nicht extrem zu 
nennender Nahrungsmengen der Ruhe-Niichtern-Umsatz in verhiltnismaBig 
kurzer Zeit sich auf ein héheres Niveau einstellte. Es war nicht anzunehmen, 
daB die Steigerung der Nahrungszufuhr erst oberhalb einer bestimmten 
Schwelle eine Steigerung des Ruhe-Niichtern-Umsatzes herbeifiihre und 
daB weniger betrichtliche Zulagen zur Erhaltungskost ohne EinfluS bleiben 
wiirden. Um diese Frage zu entscheiden, gingen wir so vor, da8 wir zu einer 
Nahrungsquantitét, welche den Tagesbedarf eben iiberschritt, stufenweise 
in zehntagigen Perioden verhiltnismaBig kleine Zulagen hinzufiigten und 
nun den Sauerstoffverbrauch des Ruhe-Niichtern-Umsatzes bestimmten. 
Auch hier beachteten wir, da8 die Zusammensetzung der einzelnen Tages- 
mengen aus Eiwei8 (16 Proz.), Kohlehydraten und Fett verhdltnismaBig 
gleich blieb. Das eindeutige Ergebnis dieser Versuchsreihe (Abb. 2) ist, 
daB auf jede auch verhdltnismaBig geringe Steigerung der Nahrungszufuhr 
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der Ruhe-Niichtern-Umsatz eine entsprechende Erhéhung erfuhr. War durch 
einige Tage eine etwas gréBere Tagesmenge an Nahrung zugefiihrt worden, 
so war schon nach wenigen Tagen der Ruhe-Niichtern-Kraftwechsel mit 
einer ganz regelmaBigen Erhéhung seines Umsatzes nachgefolgt. 

Aus den Ergebnissen unserer zwei Versuchsreihen mu man daher 
unseres Erachtens den Schlu8 ziehen, daB die Nahrungszufuhr nicht nur 
eine voriibergehende Steigerung des Kraftwechsels zur Folge hat, welche 
man mit Verdauungsarbeit und mit spezifisch-dynamischer Wirkung der 
Nahrungsstoffe erklirt, sondern da8 die Nahrungszufuhr auch je nach der 
Menge der zugefiihrten Nahrungsstoffe zu dem Umfang des gesamten 
Kraftwechsels in Beziehung tritt, so daB sie auch im Ruhe-Niichtern-Umsatz 
in Erscheinung kommt. Dies gilt nicht nur fiir die abundante Nahrungs- 
zufuhr, womit auch der Luxuskonsum in irgend einer Hinsicht anerkannt 
wird, sondern fiir jede Nahrungsmenge. ,,Grundumsatz‘‘ und Ernahrungs- 
verhiltnisse treten zueinander in Beziehung und stellen sich aufeinander ein. 

In weiterer Konsequenz muB man aus diesen Tatsachen folgern, dap es 
einen absoluten Grundumsatz nicht gibt. Ein krasses Beispiel hierfiir bietet 
der Winterschlaf. Sehr groBe Schwankungen des respiratorischen Gas- 
wechsels waren an _ winterschlafenden Siugetieren festgestellt worden 
(Pembrey, Hari u.a.). Wiahrend des tiefen Winterschlafes betrug z. B. die 
Kohlensaureausscheidung einer Fledermaus 1 bis 2 Proz. des Hungerstoff- 
wechsels im Wachen. Stieg die Umgebungstemperatur auf 6°, so wurde der 
Schlaf weniger tief, und der Stoffwechsel stieg auf etwa 40 Proz. an. Weniger 
ausgiebige voriibergehende Anderungen im Kraftwechsel des Ruhe-Niichtern - 
Umsatzes sind der klinischen Beobachtung in groBer Zahl bekannt, wenn 
auch nicht immer im Experiment verifiziert. Man denke z. B. an den 
Kraftwechsel unterkiihlter Friihgeburten, bei denen alle LebensiuBerungen 
herabgesetzt sind, oder an den Energieumsatz von Hungerkiinstlern. 

Von den mannigfachen Einfliissen, welche auf den Ruhe-Niichtern- 
Umsatz Wirkung ausiiben kénnen, haben wir in der vorliegenden Arbeit 
nur die Nahrungszufuhr untersucht. Wir méchten den EinfluB der Nahrung 
auf den Ruhe-Niichtern-Umsatz nicht alimentir in dem Sinne nennen, 
daB ein reichliches Angebot die Zelle direkt zu erhéhten Verbrennungen 
animiert, wir méchten uns den Mechanismus des vermehrten Energie- 
umsatzes mehr indirekt vorstellen. Unsere Theorie ist folgende: Ab- 
gesehen von den Verhiiltnissen im unmittelbaren Anschlu8B an die 
Nahrungsaufnahme (Verdauungsarbeit, spezifisch-dynamische Wirkung) 
richtet die Zelle die GréBe ihres Aufwandes nach der Menge der ge- 
speicherten Reservestoffe ein. Sind die Speicher durch langer dauernde, 
reichliche Nahrungszufuhr gefiillt, so lebt die Zelle aus dem Vollen und der 
laufende Umsatz wird groB sein. Sind die Depots von ,,labilem“ Eiwei8 
und Zucker wenig gefiillt oder leer, so wird der Kraftumsatz sparsam sein. 
Die aligemeine Intensitdt des Kraftwechsels im Ruhe-Niichtern-Umsatz (und 
wahrscheinlich auch bei jeder Arbeit) ist (unter anderem) eine Funktion des 
Erndhrungszustandes; wobei unter Ernéhrungszustand nicht nur die Menge 
des gespeicherten Fettes, sondern auch die Reserven an gespeichertem, 
nicht atmendem Eiwei8 und Zucker verstanden sind. Eine gleiche An- 
schauung liegt implizite der Arbeit von Zillich zugrunde, wenn darin gesagt 
wird, die Zunahme eines Kindes sei vom Ernahrungszustande abhiangig; 
bei gutem Ernahrungszustande seien zur Erreichung einer gleich groBen 
Gewichtszunahme gréBere Nahrungsmengen nétig, als bei mageren Kindern. 

Wenn wir die eben ausgesprochene Theorie zur Erlauterung unserer 
Versuche heranziehen, so kénnen wir sagen: Werden nach der Periode der 
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knappen Kost reichliche Nahrungsmengen gegeben, so fiilien sich zuerst 
die vordem leeren Speicher, und in dem Ma6e, als die Depots voll werden, 
wird die Aufspeicherung neu zugefiihrter Nahrung schwerer, und es wird 
davon eine immer gréBere Menge verbrannt, als dem bloBen Ersatz ent- 
spricht. Der Zeitpunkt, wann die Speicherung von Zucker und insbesondere 
von Ejiwei®8 vollendet ist und alle tiberschiissige Nahrung verbrannt wird, 
soweit sie nicht als Fett abgelagert werden kann, gibt sich daran zu er- 
kennen, da8 der Ruhe-Niichtern-Umsatz nicht mehr steigt, sondern auf 
gleicher Héhe verharrt. Die Fiahigkeit, Fett zuriickzulegen, ist bei den 
meisten Menschen wohl sehr groB und die Fettspeicherung scheint auch 
in unseren Fillen nicht aufgehért zu haben, da wihrend der ganzen Zeit 
der reichlichen Nahrungszufuhr das Koérpergewicht regelmaBig anstieg. 
Sicherlich werden individuelle Verschiedenheiten eine Rolle spielen, und 
bei Menschen, deren Fahigkeit zu Fettbildung und Fettansatz gro8 ist, 
wird die Erhéhung des Grundumsatzes durch reichliche Nahrungsmengen 
erst spit und weniger ausgiebig in Erscheinung treten, als bei solchen 
Menschen, welche trotz reichlicher Ernahrung und guter Ausnutzung 
mager bleiben. Bei solchen schlechten Fettbildnern wird ein gréBerer Teil 
der Nahrung der vermehrten Verbrennung anheimfallen. 

Da der ,,Grundumsatz“ nichts Fixiertes ist, sondern gleitend nach der 
Nahrungsmenge und dem Ernaéhrungszustand, so ist anzunehmen, da8 er 
auch wahrend der Verdauung seine GréBe aindert und eine betrichtliche 
Steigerung erfihrt. Wieviel von der Erhéhung des Kraftwechsels wihrend 
der Nahrungsaufnahme und der Verdauung, der eigentlichen Verdauungs- 
arbeit, wieviel der sogenannten spezifisch-dynamischen Wirkung und wieviel 
der Steigerung des Ruhe-Niichtern-Umsatzes zuzuschreiben ist, ist nicht 
leicht auseinanderzuhalten. Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB die 
sogenannte spezifisch-dynamische Wirkung nicht nur auf Reizen beruht, 
welche von den Nahrungsstoffen ausgehen, sondern teilweise eine Steigerung 
des Ruhe-Niichtern-Umsatzes ist, welche wihrend der Verdauung auftritt 
und auf die gleiche Weise zu erkliiren ist, wie die Steigerung des Umsatzes 
nach reichlicher Nahrungszufuhr, die im Ruhe-Niichtern-Verbrauch er- 
scheint. Zu unseren Anschauungen paBt wohl auch, daB nach Rubners 
eigener Angabe die spezifisch-dynamische Wirkung bei knapper Erhaltungs- 
kost nicht auftritt, sondern erst bei reichlicher Nahrungszufuhr deutlich 
wird. 

Es handelt sich bei den mitgeteilten Untersuchungen nur um Roh- 
versuche in dem Sinne, daB iiber die Wirkung der einzelnen Nahrungs- 
komponenten nichts ausgesagt werden kann. In einer weiteren Mitteilung 
wird iiber laufende Versuche, in denen der EinfluB von Ejiwei8, Kohle- 
hydraten und Fett gesondert auf den Ruhe-Niichtern-Umsatz untersucht 
wird, berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


Bei sechs Kindern wurde nach einer Reihe von Tagen, in denen 
eine knappe Erhaltungskost (mit Gewichtsstillstand) gegeben worden 
war, unvermittelt die tagliche Nahrungsmenge verdoppelt, wahrend 
die qualitative Zusammensetzung der Kost unverindert blieb. Der 
Ruhe-Niichtern-Umsatz stieg darauf stetig an, um nach 14 bis 20 Tagen 
sich auf eine maximale Hohe gleichbleibend einzustellen, welche un- 
gefihr um 20 Proz. héher lag als der Ruhe-Niichtern-Umsatz wahrend 
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der Periode der knappen Kost. Nach unvermittelter Reduktion der 
Nahrungsmenge auf die urspriingliche Erhaltungskost sank der Ruhe- 
Nichtern-Umsatz langsam wieder ab, um im Verlauf von 14 Tagen das 
Ausgangsniveau zu erreichen. Eine solche gegenseitige Einstellung 
von Ruhe-Niichtern-Umsatz und gereichter Nahrungsmenge wurde in 
geringerem Grade auch dann beobachtet, wenn die Koststeigerungen 
wenig bedeutend waren; bei stufenweiser Vermehrung der Nahrungs- 
zufuhr konnte auch eine stufenweise Erhéhung des Ruhe-Nichtern- 
Umsatzes festgestellt werden. Die Luxuskonsumption wird als ein 
extremes Beispiel dieser Steigerung des Ruhe-Niichtern-Umsatzes an- 
gesehen. 

Die Erklarung der Steigerung des Ruhe-Niichtern-Umsatzes nach 
VergréBerung der Nahrungsmenge darf man nicht in einer verzégerten 
Verdauung suchen, da sowohl in der Periode der geringen, als auch 
zurzeit der reichlichen Nahrungszufuhr nach 24stiindigem Hungern 
der Umsatz ebenso hoch geblieben war, wie 15 Stunden nach der letzten 
Nahrungsaufnahme. Aus dem gleichen Grunde erscheint auch die 
spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrungsstoffe oder der Einflu8 
irgendwelcher Reizstoffe der verdauten Nahrung auf den Ruhe-Nichtern- 
Umsatz unwahrscheinlich. Dagegen spricht weiter, daB es nach Ab- 
setzen der reichlichen Nahrungszufuhr etwa 14 Tage dauert, bis der 
Ruhe-Niichtern-Umsatz den tiefen Stand wieder erreicht hat. Die Kraft- 
wechselsteigerung durch VergréBerung der Nahrungsmenge wird viel- 
mehr als Erhéhung des Ruhe-Niichtern-Umsatzes anerkannt. 

Aus den Versuchen geht hervor: 1. Nahrungsmenge und Ruhe- 
Niichtern-Umsatz stellen sich immer in ein bestimmtes Gleichgewichts- 
verhiltnis ein; jede Steigerung der Nahrungsmenge erhéht den Ruhe- 
Niichtern-U msatz. 

2. Es gibt keinen absoluten Grundumsatz. 

3. Die Gripe des Ruhe-Niichtern-Umsatzes ist eine Funktion des 
Erndhrungszustandes, bzw. der stirkeren oder geringeren Fiillung der 
Speichen. 
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Uber die enzymatische Zerlegung 
von Hexose-mono-phosphorsiure durch Extrakte des Femur. 


Von 
Y. Takahashi. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Januar 1924.) 


Hexose-mono-phosphatase findet sich nach den Feststellungen von 
C. Neuberg'), M. Tomita*) sowie J. Noguchi*) in pflanzlichen und ani- 
malischen Zellen. Uber die Fahigkeit verschiedener tierischer Organe, 
auch die gewéhnliche Hexose-di-phosphorsiure zu spalten, haben 
jiingst Z. Forrai*) sowie ich selbst5) erneut berichtet*). Bei dieser 
Gelegenheit habe ich bereits erwahnt, daB auch das Abbauprodukt 
der Hexose-di-phosphorséure, das man im Reagenzglase leicht gewinnen 
kann, nimlich die Hexose-mono-phosphorsdure, von den Enzymen des 
Femurs hydrolysiert werden kann. Eine besondere Bekanntgabe der 
einschlagigen Versuche scheint mir deshalb angebracht, weil jiingst 
R. Robison’) in einer sehr bemerkenswerten Mitteilung zu zeigen 
vermochte, daB ein bestimmtes, den Hexose-di-phosphorsiure-ester 
begleitendes isomeres Zucker-mono-phosphat durch ein Ferment zerleg- 
bar ist, das im Femur vorhanden ist. Der von Robison verwendete 
Hexose-mono-phosphorsaure-ester ist nach der wichtigen Entdeckung 
von Harden und Robison®) ein Produkt des Hefestoffwechsels und, 
soweit man bisher weiB, nicht aus der Hexose-di-phosphorsiure erhilt - 
lich; er ist auch durchaus verschieden von der Hexose-mono-phosphor- 
siure, die friiher Newberg®) durch gemaBigte Siiurehydrolyse kiinstlich 
aus dem Hexose-di-phosphat dargestellt hatte. Im Gegensatze zu 
dieser Verbindung ist das Isomere stark rechtsdrehend; hierdurch 
sowie durch seine sonstigen Eigenschaften weicht das Monophosphat 
Robisons von dem Neubergschen Ester ab. Eine Untersuchung aber 
gerade des letzteren war deshalb angebracht, weil es durchaus im 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432, 1918. — *) M. Tomita, eben- 
daselbst 181, 170, 1922. — *) J. Noguchi, ebendaselbst 148, 190, 1923. — 
4) E. Forrai, ebendaselbst 145, 47, 1924. — 5) Y. Takahashi, ebendaselbst 
145, 178, 1924. — *) Ein Hinweis auf die Arbeit von R. A. H. Plimmer 
(Biochem. Journ. 7, 43, 1913) ist friither leider versehentlich unterblieben 
und sei deshalb nachgeholt. — 7) R. Robison, Biochem. Journ. 17, 286, 
1923. — *%) A. Harden und R. Robison, Proc. Chem. Soc.80, 16, 1914; 
R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. — *%) C. Neuberg, diese Zeitschr. 
88, 432, 1918. 
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162 Y. Takahashi: 


Bereiche der Méglichkeiten liegt, daB bei der Verwertung der ge- 
wohnlichen Hexose-di-phosphorsiure der Weg iiber das Monophosphat 
eingeschlagen wird"), d. h. daB — wie bei biochemischen Vorgingen so 
haufig — ein stufenweiser Abbau vor sich geht. Wenn also dem Hexose- 
di-phosphat eine wichtige physiologische Rolle zukommt, so diirfte 
sie auch dem Monophosphat eigen sein. In der erwaihnten Mitteilung 
hat Robison die Hypothese aufgestellt, daB die im ossifizierenden 
Knorpelgewebe vorhandenen Fermente aus jener isomeren Hexose- 
mono-phosphorsiure anorganisches Phosphat in Freiheit setzen und 
fiir die Knochenbildung zur Verfiigung stellen. Falls diese Voraus- 
setzung zutrifft, so muB sie in gleichem MaBe fiir das erste hydrolytische 
Spaltungsprodukt der Hexose-di-phosphorsiure, eben fiir den Neuberg- 
schen Ester, gelten. 

Nach meinen Beobachtungen wird diese Substanz in der Tat durch 
ein Ferment des Femurs unter Abgabe anorganischen Phosphats ge- 
spalten, und ich belege meine Befunde mit nachstehenden Daten. 

Als Ausgangsmaterial diente das hexose-mono-phosphorsaure 
Barium, das durch partiellen Abbau von hexose-di-phosphorsaurem 
Calcium oder Barium mit Hilfe von Oxalsiiure gemaiB der Vorschrift 
von Neuberg (1. ¢.) gewonnen worden war. Das erhaltene wasserlésliche 
hexose-mono-phosphorsaure Barium war mehrfach aus wiisseriger 
Lésung mittels Alkohol umgefillt und sicher frei von dem kaum léslichen 
Salze des Hexose-di-phosphorsiure-esters. Aus der Bariumverbindung 
wurde durch genaue Umsetzung mit Glaubersalz das Natriumsalz 
gewonnen; es kann direkt in wisseriger Lésung verwendet werden. 
Bei vorsichtiger Darstellung enthalt die Flissigkeit kein Alkaliphosphat, 
das durch sekundire Zersetzung entstehen kann. 

Versuch I (bei 37°). 

A. 100,0cem der 2proz. Natriumsalzlésung, 10,0cem 45proz. 
Knochenextrakt?), 1,5cem Toluol. 

B. 100,0 cem 2proz. Natriumsalzlésung, 10,0 cem Wasser, },5 ccm 


Toluol. 
C. 100,0cem Wasser, 10,0cem 5proz. Knochenextrakt, 1,5 cem 


Toluol. 
Der Ansatz B liefert die Zahlen fiir die Menge anorganischer 


Phosphorsiure, die durch Selbstzersetzung der Natriumsalzlésung beim 


1) Versuche hieriiber sind im Gange. 

?) Der Femurextrakt wurde in der Weise bereitet, da8 der von Fleisch 
und Blut sorgfiltig befreite Femur in einer Reibschale mit toluolhaitigem 
Wasser griindlich verrieben wurde. Das Gemisch wurde darauf in eine 
Glasstépselflasche iibergefiihrt und dann 3 Stunden im Brutschrank 
bei Kérpertemperatur digeriert. Die erhaltene Fermentlésung wurde 
nunmehr filtriert und in den angegebenen Mengenverhiltnissen zu den 
Spaltungsversuchen benutzt. 
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Aufbewahren auftritt. Durch den Ansatz C gewinnt man die Kenntnis, 
wieviel anorganisches Phosphat von dem Knochenextrakt eventuell 
selber geliefert wird. 

Die Ergebnisse sind in folgender kleinen Tabelle zusammengefaBt. 
Es zeigt sich in ihr die mit der Zeit zunehmende Spaltung des an- 
gewandten Substrats. 
PO, in 100,0 cem 





Nach | im in Kontrolle | in Kontrolle 
Tagen Hauptversuch A B | Cc 
1 | 0,0375 | micht wigbar | nicht wagbar 
2 | 00511 | 00140 . 
3 0,0584 0.0150 n 
4 | 00618 0,0182 : 


Es sind demnach in 4 Tagen rund 7 Proz. des Hexose-mono- 
phosphorsiaure-esters zerlegt worden. 
Versuch 2 (bei 37°). 
A. 100,0 com der 2proz. Lésung von hexose-mono-phosphorsaurem 


Natrium, 50,0 ccm 5proz. Knochenextrakt, 1,5 ccm Toluol. 
B. 100,0 com 2proz. Natriumsalzlésung, 50,0 cem Wasser, 1,5.ccm 


Toluol. 
C. 100,0cem Wasser, 50,0cem 5proz. Femurextrakt, 1,5ccm Toluol. 


PO, in 100,0 cem 




















Nach im in Kontrolle in Kontrolle 
Tagen | Hauptversuch A B | Cc 

l 0,0247 nicht wigbar | nicht wiigbar 

2 0,0277 bs “ 

4 0,0494 | 00168 7 

5 0,0695 0,0192 "3 

6 0,0826 0,0209 “ 

7 0,0844 0,0211 . 


Mit der gréBeren Menge Femurenzym gelangte ich zu einer Spaltung 
von 10 Proz. 

Die Phosphorséiurebestimmungen wurden in gewohnter Weise aus- 
gefiihrt. Es wurden stets 20,0ccm der Fliissigkeit angewendet; die 
abgeschiedenen Mengen waren gro8 genug, um als Mg, P, O, zur Wagung 
gebracht zu werden. 

Die mitgeteilten Ergebnisse bestitigen von neuem, daB sowohl 
die synthetischen als die natirlichen wie die durch partiellen Abbau 
aus letzteren bereiteten Phosphorsdure-ester der Kohlenhydrate dem 
Angriff von Fermenten zugiinglich sind. Im Hinblick auf die Be- 
deutung, die das Phosphation nach den verschiedensten Richtungen 
hin besitzt, scheint mir dieses Verhalten der Beachtung wert. 
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Quantitative Untersuchungen iiber die Bildung und Herkunft 
des Acetaldehyds im intermediiren Zellstoffwechsel 
der Warmbliiter. 


Von 
C. Neuberg und A. Gottschalk. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


I. Befunde und Uberlegungen. 

Von allen Stoffwechselprozessen sind die Vorginge beim Umsatz 
der Kohlenhydrate lange Zeit mit den Schleiern der Undurchdringlich- 
keit am dichtesten umhiillt gewesen. Eine Besonderheit ist es, die 
fiir den Einblick vermehrte Schwierigkeiten schafft. Fette und Proteine 
werden in ganz durchsichtiger Weise hydrolysiert, und die erzeugten 
Spaltungsprodukte, die Fettsiuren und die Aminosiuren, treten als 
kleinste Einheiten in den Abbau. Umbau sowie Aufbau ein; dabei 
finden Umformungen statt, die auch in der Retorte zu verwirklichen 
und daher zu iiberschauen sind. Anders bei den Kohlenhydraten. 
Selbst die einfachen Zucker, die Monosaccharide, scheinen nur aus- 
nahmsweise fir die unmittelbare Verwertung geeignet zu sein. Die 
maBgeblichen und bedeutungsvollen Umsetzungen vollziehen sich erst 
nach einer Depolymerisation, nach ZerreiBung der sechsgliedrigen 
Kohlenstoffkette, und gerade diese Transformationen zu Stufen von 
héherer Labilitét und gesteigerter Reaktionsfihigkeit lassen sich im 
Reagenzglase bislang nicht in befriedigender Weise ausfiihren. Man 
ist vornehmlich darauf angewiesen, die vom biologischen Objekte am 
Zuckermolekiil bewirkten Verinderungen Schritt um Schritt zu er- 
griinden und daraus den eingeschlagenen Weg festzustellen. 

Die Kohlenhydrate bilden als Trager chemischer und Spender kine- 
tischer Energie die tiberwiegende Quelle der Kraftleistungen fir die 
meisten Lebewesen. In bezug auf die Gestaltung ihres Stoffumsatzes kann 
man in groben Umrissen zwei Formen auseinanderhalten: die oxydative 
Verarbeitung und den sauerstofflosen Verbrauch, je nachdem die 
Organismen — in groBen Ziigen — einen aeroben oder anoxybiotischen 
Stoffwechsel besitzen. Bei der letzteren Art muB, da ja die End- 
produkte noch ein kalorienreiches Material sind, viel Kohlenhydrat . 
zur Deckung des Energiebedarfs in Bewegung gesetzt werden (Typus: 
Hefe). Beim ersten Falle kommt der Organismus mit erheblich geringeren 
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Quantitaten des vollstindig verbrennenden Zuckers aus (Typus: das 
warmbliitige Tier). 

Durch diese Betrachtung der Generalbilanz, bei der natirlich 
nicht Riicksicht darauf genommen zu werden braucht, daB auch das 
oxybiotische Dasein anoxybiotische Stadien aufweist, und daB bei 
anaeroben Geschehnissen oxydative Phasen durchlaufen werden, wird 
es verstindlich, daB Aufklarungen tiber den intermediiren Kohlen- 
hydratumsatz leichter bei anaerob eingestellten Lebewesen als bei den 
aerob sich erhaltenden Tieren zu gewinnen sind; denn in der Zeit- 
einheit wird, wenn man gleiche Oberflachen in Betracht zieht, beim 
nicht oxydativen Zuckerverbrauch mehr Kohlenhydrat umgewandelt. 
Die Methoden nun, die fiir die Erforschung der feineren Dissimilations- 
vorginge geschaffen wurden, die Abjangverfahren von Neuberg-Fdarber- 
Reinfurth), sind so eingestellt, daB auf der fliichtig durcheilten Bahn 
des Abbaues gelegene Durchgangsgebilde festgchalten werden. Dieses 
Ziel wird um so leichter erreichbar sein, je mehr von der passageren 
Substanz dem Fixationsmittel angeboten wird. 

Somit ist es zuerst bei der alkoholischen Zuckerspaltung gelungen?), 
in fast der theoretisch méglichen Menge eine Zwischenstufe zu fassen, 
den Acetaldehyd. Das gleiche gliickte bei zahlreichen anderen Girungs- 
vorgingen, die von mannigfachen Pilzen und Bakterien ausgelést 
werden, so bei der Zersetzung der verschiedenen Zucker und verwandter 
Substanzen (Alkohole, ein- und zweibasischer Oxysiuren) durch 
Mucorazeen, Endomyces, Monilien, Oidien, Torulaceen, Aspergillus- 
arten, Penicillien, Merulius, Kahmhefen, durch Bakterien der Coli- 
sowie der Lactis aerogenes-Gruppe, durch Ruhrerreger, Buttersiure- 
bazillen und dergleichen?). Derselbe Befund konnte fir die Cellulose- 
girung*) erhoben werden. Uberall handelt es sich um den Typus der 
anaeroben Daseinsform. 

Den ersten und entscheidenden Schritt zur Verwertung dieser Methoden 
bei regelrecht oxydativ arbeitenden Lebewesen taten C. Newberg und 
F. F. Nord mit der erfolgreichen Anwendung eines Abfangverfahrens 
auf den Vorgang der Essiggiirung*), an deren aerobem Charakter kein 
Zweifel besteht. 

Alle diese Ergebnisse sind mit Hilfe der Methoden gewonnen 
worden, die sich der sékundiren Sulfite oder des Dimedons bedienen. 
Die begriindete Hoffnung, auch in den oxydativen Stoffwechsel der 


1) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neu- 
berg und E. Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 106, 281, 1920. 

2) Siehe die Zusammenfassung von C. Neuberg, Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 55, 3624, 1922. 

3) C. Neuberg und R. Cohn, diese Zeitschr. 189, 527, 1923. 

*) C. Neuberg und F. F. Nord, ebendaselbst 96, 158, 1919. 
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166 C. Neuberg u. A. Gottschalk: 


Tiere auf gleichen Wegen einen Einblick tun zu kénnen, erfiillte sich 
zunichst fiir die Kaltbliitermuskulatur, die eine Ubertragung der 
Dimedonmethode zulieB. J. Hirsch hat im hiesigen Institut bereits 
im Jahre 1921 gezeigt, daB mit ihrer Hilfe eine Anreicherung des Acet- 
aldehyds gelingt, von dem er kleine Mengen auch ohne Anwendung eines 
Abjangmittels aus der Muskulatur abdestillieren und mittels der Nitro- 
prussid-Piperidin-Probe zu erkennen vermochte'). Bei den Organen des 
Warmbliiters erwies sich unser Sulfitverfahren als leistungsfihig, und 
zwar in der Gestalt, die ihm fiir das Arbeiten mit empfindlichen Zellen 
erteilt worden war?). Es handelt sich dabei ure die Verwendung des 
neutralen schwefligsauren Kalkes an Stelle des alkalisch reagierenden 
Dinatriumsalzes. 

Wir haben vor einiger Zeit berichtet*), daB sich in Gegenwart sekunddren 
Calciumsulfits in einer Suspension iiberlebender Leber- bzw. Muskel- 
zellen von Meerschweinchen oder gréferer Warmbliiter Acetaldehyd an- 
hdujft. Die Methode, mit der man dieses — wie uns scheint — beachtens- 
werte Verhalten zu demonstrieren vermag, ist so einfach, daB wir dem 
Versuch die Gestalt eines Vorlesungsexperimentes erteilen konnten. 
Weiter*) hatten wir dargetan, daf die Acetaldehydmengen ansteigen, wenn 
als méichtiges Hormon des Zuckerstoffwechsels Insulin einem solchen 
Ansatz von Leberbrei und sekunddrem schwefligsauren Kalk beigemischt 
wird. Damit war zugleich zum ersten Male das Eingreifen des Insulins 
in die Abbauvorginge durch die Charakterisierung eines intermedidren 
Oxydationsproduktes erwiesen. Schon aus Griinden physikalischer Art, 
die wir friiher*) dargelegt haben, muB die Produktion von Acetaldehyd in 
einem Leberbrei wesentlich geringer sein als bei der Hefengirung. Um 
eine sichere Basis fiir die Beurteilung der Bedeutung zu schaffen, die man 
dem Auftreten von Acetaldehyd in der Warmbliiterzelle beimessen darf, 
waren zwei Bedingungen zu erfiillen: zunachst war der strenge Beweis zu 
fiihren, daB der abgefangene Stoff wirklich Acetaldehyd ist; sodann 
war eine Methode ausfindig zu machen, die unter den innezuhaltenden 
Bedingungen die quantitative Bestimmung des Acetaldehyds zulaBt. 

An sich erméglicht das Abfangverfahren, das sich auf die Ver- 
wendung von sekundiren schwefligsauren Salzen stiitzt, die Fixation 
beliebiger Carbonylverbindungen. Zwar herrscht die GesetzmaBigkeit, 
daB die Bestandigkeit der sich bildenden Carbonyl-Sulfit-Komplexe 
mit steigendem Molekulargewicht der organischen Komponenten ab- 


1) J. Hirsch, diese Zeitschr. 117, 113, 1921; 184, 415, 1922. 

*) C. Neuberg, Zeitschr. f. Botanik 11, 180, 1918. 

8) ©. Neuberg und A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 2, 1458 (Juli- 
nummer), 1923. 

*) C. Neuberg, A. Gottschalk und H. Strauss, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1928, Nr. 45. 
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nimmt, so daB der Acetaldehyd alle kohlenstoffreicheren Carbonyl- 
substanzen verdrangen miBte. Jedoch war es unumginglich not- 
wendig, GewiBheit dariber zu erlangen, daB tatsichlich Acetaldehyd 
und nur dieser vorliegt. Auch dieser Nachweis ist gegliickt, und wir 
berichten dariiber in der nachstehenden Mitteilung'). 

Angesichts der sehr viel bescheideneren Quantititen von Acet- 
aldehyd, die sich in der tierischen Zelle iberhaupt ansammeln kénnen, 
war der Methode zu ihrer quantitativen Erfassung besondere Auf- 
merksamkeit zu widmen. Das bewahrte Verfahren der titrimetrischen 
Ermittlung des Acetaldehyds nach Ripper verliert seine Anwendungs- 
méglichkeit, wenn es sich um kleine Mengen Acetaldehyd handelt. 
Die Griinde dafir sind im folgenden gelegen: das Vorgehen beruht 
darauf, daB man die zu analysierende Aldehydlésung zu einer Bisulfit- 
lésung bekannten Gehaltes figt und nach erfolgter Vereinigung von 
Acetaldehyd mit einem Teil des Bisulfits das ungebundene Quantum 
des letzteren jodometrisch zuriicktitriert. Bei groBer Verdiinnung 
machen sich jedoch zwei Schwierigkeiten stérend geltend. Einmal wird 
der dissoziative Zerfall des Aldehyd-Sulfit-Komplexes so stark oder, 
was auf dasselbe herauskommt, es erfolgt die Vereinigung von 
Acetaldehyd und schwefliger Saiure so unvollstandig, dab man zu- 
viel freie schweflige Séure finden wiirde*), andererseits verliuft die 
jodometrische Titration der schwefligen Saéure in dinnen Lésungen 
unregelmaiBig und ist mit bisher noch nicht geklirten Fehlern be- 
haftet*). Diese beiden Umstinde verleihen der Titration groBbe 
Unsicherheit, und Kontrollversuche in den zu erwartenden Ver- 
diinnungsbereichen lehrten uns, daB die Aldehydbestimmung ungenau 
ausfiel. Die Verhialtnisse liegen eben volistandig anders als bei der 
Hefengiirung und bei den bakteriellen Zuckerspaltungen, bei denen man 
den Acetaldehyd grammweise und in hoher Konzentration gewinnt. 
Dagegen bietet nun das urspriinglich zur Analyse des Formaldehyds 
empfohlene Prinzip von A. Brochet und R.Cambier*), das auch Sieber®) 
angewandt hat, die Méglichkeit, befriedigende Daten fiir den Acetaldeh yd 
zu gewinnen. Die Methode der Autoren sieht eine Reaktion zwischen 
Aldehyd und Hydroxylamin-chlorhydrat vor, bei der das Oxim und 
freie Salzsiure entstehen. 2. Sieber gibt (l.c.) an, daB dieses Vor- 
gehen rund 9 Proz. zu niedrige Werte liefert, und 2. Hdgglund®), 


1) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 185, 1924. 

2) Vgl. W. Kerp, Arb. aus dem Kaiserl. Gesundheitsamt 21, 1904. 

8) Vgl. z. B. Gmelin-Kraut, I, 1 und 2, 8. 459; Cl. Winkler, MaBanalyse, 
S. 95. 

4) A. Brochet und R. Cambier, C. r. 120, 449, 1895. 

5) R. Sieber, Chem.-Ztg. 45, 349, 1921. 

*) E. Hadgglund, Acta Academiae Abonensis, Mathematica et Physica 
IT, 1923. 
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der einen Vergleich der Sulfit-Titrationsmethode und des Hydroxyl- 
aminverfahrens ausgefiihrt hat, findet fir Mengen von etwa 0,03 g 
Aldehyd Ubereinstimmung zwischen beiden Verfahren, im ganzen 
aber auch ein um etwa 7 Proz. zu niedriges Resultat. Bei etwa 30fach 
gréBerer Verdinnung — und das ist etwa die Zone, die fir unsere 
aldehydhaltigen Destillate aus tierischen Organen in Betracht kommt — 
beobachteten wir das gleiche, nimlich auch ein Manko von 9 bis 10 Proz. 
der absoluten Menge. Die Titration der aus dem Hydroxylaminsalz 
durch den Acetaldehyd in Freiheit gesetzten verdiinnten Saure fallt etwas 
schirfer aus, wenn man statt des Chlorhydrats das Sulfat des Hydroxyl- 
amins benutzt. 

Im Besitze eines nunmehr hinreichend genauen Aldehydbestim- 
mungsverfahrens waren wir in der Lage, die Acetaldehydmengen fest- 
zustellen, die mit Hilfe des Abfangmittels in der Leber und Muskulatur 
an sich oder nach Zugabe verschiedener, die Aldehydbildung beein- 
flussender Stoffe ans Tageslicht geférdert werden. 

Wir orientierten uns zuniichst tiber die von der normalen Meer- 
schweinchenleber in 24 Stunden gebildete Menge abfangbaren Acet- 
aldehyds. 

Zu diesem Zwecke suspendierten wir den lebensfrischen Brei aus 
15 g Leber (dem durchschnittlichen Gewicht der Meerschweinchenleber) in 
75 cem einer phosphatgepufferten Tyrodelésung (pq = 7,0) unter Zusatz 
von 1,5 g Calciumsulfit und 0,7 g Optochin. basicum (als Desinfizienz) 
und lieBen den Ansatz 24 Stunden lang bei 38° im Brutschrank stehen. 

Das friiher herangezogene Desinfektionsmittel Rivanol (2-Athoxy- 
6,9-amino-akridin) haben wir verlassen, weil dieses Diamin zwar kaum mit 
dem an Sulfit gebundenen Acetaldehyd reagiert, wohl aber bei der er- 
forderlichen nachfolgenden Zerlegung der Aldehyd-Doppelverbindung sich 
nach Art des Phenylendiamins mit dem Acetaldehyd in der Hitze umsetzt 
und die Ausbeute vermindert. 

Tabelle I gibt das Ergebnis einer Anzahl solcher Versuche wieder. 


Tabelle I. 
Acetaldehydbildung durch iiberlebende Zellen des Leberbreies von Meer- 
hweinchen. Nach 24stiindigem Stehen bei 38° in Tyrode-Phosphatlésung 











ter Zusatz von Calciumsulfit und Optochin. basicum wurden gefunden: 








Acetaldehyd Acetaldehyd 
Nr. (berechnet auf 100 g Leberbrei) Nr. (berechnet auf 100 g Leberbrei) 
me Bt waste 
1 5,07 5 | 5,14 
2 5,59 6 6,95 
3 4,77 7 | 5,19 
4 4,08 | 





Fiigt man zu der Leberzellensuspension abbaufahige Kohlen- 
hydrate, so steigt bei Innehaltung sonst gleicher Bedingungen die 
Menge abfangbaren Acetaldehyds. 
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Tabelle 11. 
Acetaldehydbildung durch iiberlebende Zellen des Leberbreies 
nach Zusatz verschiedener Kohlenhydrate in lproz. Lésung unter sonst 
unverinderten Verhiltnissen. 








ee “Acetaldehyd ' Acetaldehyd 
in der Kontrolle . im Zusatzversuche 
(berechnet auf 100 g Zugefugtes (berechnet auf 100 g Zunahme in mg 
Gewebsbrei) Koblenhydrat | Gewebsbrei) um 
my mg | 

6,45 Glykogen 8,80 + 2,35 
5,53 . 8,49 + 2,96 
4,38 d-Fruktose 5,21 + 0,83 
6,45 2 8,25 + 1,80 
5,53 . 6,46 + 0,93 
7,14 Dioxyaceton 8,02 + 0,88 
6,16 fe 6,97 + 081 





Weil das als Antiseptikum benutzte Optochinum basicum die 
Gewebsatmung tiberlebender tierischer Zellen nachweisbar hemmt und 
auBerdem der Suspension einen nicht erwiinschten Grad von Alkaleszenz 
verleiht (py > 8,0), so gingen wir zu kurzfristigen (5-Stunden-) Ver- 
suchen tiber, bei denen die Zugabe eines Desinfizienz unter den von 
uns befolgten Versuchsbedingungen nicht notwendig war. Um jedoch 
keine geringeren absoluten Ertrige an Acetaldehyd zu_ erhalten, 
nahmen wir zu jedem Ansatz die zwei- bis dreifache Quantitaét der 
sonst verarbeiteten Lebermenge und stellten fest, in welchem AusmaBe 
durch Hinzufiigen von Insulin") die Bildung von Acetaldehyd vermehrt 
wird. 

Nachfolgend ist das Resultat eines solchen kurzfristigen Ver- 
suches ohne und mit Hormonzugabe angefiibrt : 

50 g Leberbrei®) (Meerschweinchen) + 150 com Tyrode-Phosphat- 
lésung (py = 6,5) + 2,0 g Calciumsulfit; 5 Stunden bei 40°. 

Menge des gebildeten Acetaldehyds 1,37 mg. 

50g Leberbrei®) + 150cem Tyrode-Phosphatlésung (py = 6,5) 
+ lcem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit; 5 Standen bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zusatz von weiteren 0,5 cem Insulin. 

Menge des gebildeten Acetaldehyds: 3,29 mg. 

Der 5-Stunden-Versuch liefert natiirlich relativ niedrigere Aldehydwerte, 
als sie bei eintaégiger oder langerer Einwirkung des Abfangsmittels erhalten 

Jedoch werden die schwer iibersehbaren UnregelmiBigkeiten 


ausgeschaltet, die infolge Schidigung der Zellen durch das Antiseptikum 
oder infolge dessen Umsetzung mit entstandenem Acetaldehyd auftraten. 





1) Zu allen Versuchen, bei denen Insulin verwendet wurde, diente das 
Praparat von Brand. 

*) Hier wie auch sonst war stets das Material mehrerer Lebern zusammen 
aufs feinste zerkleinert, gut gemischt und dann in gleiche Portionen geteilt. 
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Es ergibt sich in bester Ubereinstimmung mit unseren dilteren Be- 
funden, dag unter der Einwirkung von Insulin die Quantitat des abjang- 
baren Acetaldehyds im Leberbrei wm ein Mehrfaches wiichst. 

In genau der gleichen Weise wird die von uns friiher beschriebene 
Acetaldehydbildung in iiberlebenden Muskelzellen durch Insulinzusatz 
gestergert. 

Beleg: 

32,5 g Muskelbrei (Meerschweinchen) + 150 cem Tyrode-Phosphatlésung 
(Py = 6,5) + 2,0g Calciumsulfit; 5 Stunden bei 40°, 

Menge des gebildeten Acetaldehyds 0,42 mg. 

32,5 g Muskelbrei (Meerschweinchen) + 150 cem Tyrode-Phosphatlésung 
(Py = 6,5)+ 1 eem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit; 5 Stunden bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zusatz von weiteren 0,5 ccm Insulin. 

Menge des gebildeten Acetaldehyds 0,95 mg. 

Der Wirkungsmechanismus des Insulins wird dadurch beleuchtet, 
daB seine Anwesenheit eine unzweifelhafte und quantitativ meBbare 
Vermehrung des Acetaldehyds herbeifihrt, der als eine Durchgangs- 
stufe im intermediéren Abbau zu betrachten ist. Wir haben uns in 
den folgenden Versuchen des Hormons als Stimulans der Abbau- 
prozesse bedient. Die Kombination von 5-Stunden-Versuch mit 
Insulinzusatz ist fortab beibehalten worden; sie ergibt eine Versuchs- 
anordnung, mit deren Hilfe feststellbar ist, ob ein Stoff durch Zellen 
warmbliitiger Tiere zu Acetaldehyd abgebaut wird. Mit dieser Methodik 
versuchten wir AufschluB iiber die Herkunft und Bildungsweise des 
im Zellstoffwechsel von uns nachgewiesenen Acetaldehyds zu erhalten. 

Zu diesem Zwecke wurden in Serienversuchen die verschiedensten 
Substanzen der Kohlenhydrat- und Fettreihe sowie Aminosiiuren auf 
ihre Fahigkeit zum Ubergang in Acetaldehyd gepriift. 

In der Tabelle III (s. 8. 170) sind einige der wichtigsten Befunde 
vereinigt. 

Aus den mehr als 150 Einzelversuchen, von denen wir einige typische 
Beispiele in den nachstehenden Versuchsprotokollen beschreiben, liBt 
sich folgendes ableiten: ° 

1. Unter Anwendung des bewdhrien Abjangmittels fiir Aldehyd — 
d. h. in Gegenwart von sekunddirem Calciumsulfit — gelingt es auch in 
kurzdauernden Versuchen regelmafig und sicher, den im intermedidren 
Stoffwechsel iiherlebender Warmbliiterzellen entstehenden Acetaldehyd fest- 
zulegen und nachzuweisen. 

2. Die Mengen des auf diese Weise abgefangenen Acetaldehyds 
kénnen mit Hilfe einer alkalimetrischen Titrationsmethode quantitativ 
ermittelt: werden. 

3. Durch Zugabe bestimmter Zuckerarten zu dem Gemisch von 
Leberbrei und Calciumsulfit wird die Ausbeute an Acetaldehyd erheblich 


gesteigert. 
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4. Der Kohlenhydratumsatz in Leber- und Muskelzellen laBt sich 
dadurch anfachen, da man als Hormon des tierischen Zuckerstoffwechsels 
Insulin hinzufiigt. Damit wird eine Erhéhung des Aldehydertrages um 
etwa das 2%, fache erreicht. 

5. Die Reihenfolge, in der sich in bezug auf Wirksamkeit als Acet- 
aldehydbildner die gepriiften Substanzen der Kohlenhydratreihe anordnen 
lassen, war: Glykogen, d,l-Glycerinaldehyd, Zymophosphat, Hezxose- 
mono-phosphorsdure, Dioxyaceton, Glykolaldehyd, d-Fructose, d-Glucose. 

6. Von den nicht unmittelbar zur Gruppe der eigentlichen Zucker 
gehérenden Substanzen erzeugten am meisten Acetaldehyd: Athylalkohol 
und a-Alanin; in geringerem Mae waren d-Mannit sowie d, l-Glycerin- 
sdiure und am schwichsten Glycerin und Glycerin-phosphorsdiure dazu 
imstande. 

7. Da das Glykogen von allen fiir den Eigenstoffwechsel der Leber- 
zellen wichtigen Substanzen sich als der stirkste Acetaldehydbildner er- 
wiesen hat, erscheint die Annahme gerechtfertigt, daB der ohne besondere 
Zustitze im iiberlebenden Gewebebrei auftretende Acetaldehyd auf prda- 
formiertes Glykogen zuriickzufiihren ist. 

Die vorliegenden Versuchsergebnisse bestitigen erneut die im 
Vergleich zur Glucose leichtere Einbeziehung der Fructose in den 
Stoffumsatz der Lebetzellen und lassen als eine Ursache dieser Sonder- 
stellung den erleichterten Ubcrgang in eine Oxydationsstufe erkennen. 
Des weiteren darf aber auch aus dem Vergleich der Aldehydausbeuten 
nach Zufuhr von Glykogen einerseits, von Fructose und Glucose 
andererseits gefolgert werden, daB keine der beiden Hexosen mit der 
eigentlichen labilen Reaktionsform des Zuckers identisch ist. Seine 
Natur ist vorab noch unbekannt, und die é6fter vorgenommene Gleich- 
setzung mit dem Enolgebilde, das A. Wohl und C. Newberg) im Jahre 
1900 aus ganz anderen Gesichtspunkten heraus formuliert hatten, ent- 
behrt der Begriindung. 

Von Bedeutung fiir die Wandlungsfahigkeit der Zucker dirfte — 
in Analogie zu den Verhiltnissen bei der Muskulatur — auch fiir die 
Leber die Kuppelung der Kohlenhydrate an Phosphorsiure sein. Unsere 
Versuche sprechen dafiir, daB der Abbau phosphorylierter Kohlen- 
hydrate, und zu diesen gehért ebenfalls das Glykogen®), von den Leber- 
zellen leichter vollzogen wird als die Spaltung der betreffenden freien 
Saccharide. 

Weshalb die Milchsiure im Gegensatz zu allen anderen gepriiften 
Glykogenbildnern die Acetaldehydausbeuten unbeeinfluBt l4Bt, ist 


1) A. Wohl und C. Neuberg, Ber. 38, 3099, 1900. 
*) Vgl. die Beschreibung der Phosphorsiure-ester von Neuberg in 
C. Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 1, 531, 1924. 
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nicht ohne weiteres zu sagen. Im Hinblick auf die noch in vieler Hin- 
sicht ungeklirte Stellung der Milchsiure im oxydativen Stoffwechsel 
ist jedenfalls die Tatsache hervorzuheben, daB diese wichtige Ver- 
bindung in der Leberzelle zu keiner Aldehydentstehung AnlaB gibt 
unter Bedingungen, die fir andere Substanzen giinstig liegen'). 

Den Kérpern, die zur Kohlenhydratreihe nicht in einfacher Be- 
ziehung stehen, wie Buttersiiure und Glykokoll, geht die Fahigkeit ab, 
die Aldehydproduktion zu beeinflussen. Man wird daraus schlieBen 
dirfen, daB in Acetaldehyd eben nur diejenigen Materialien itibergehen 
kénnen, die Kohlenhydrate sind, oder von der tiberlebenden Zelle zu 
solchen unter den herrschenden Bedingungen umgeformt werden oder 
deren Spaltungsprodukte mit den wahrhaft labilen Durchgangsstufen 
der in der Norm von der Leberzelle abgebauten Kohlenhydrate zu- 
sammenfallen. 

In diesem Zusammenhange verdient die starke Fihigkeit des 
Athylalkohols zur Acetaldehydbildung besondere Erwaihnung. Seitdem 
F. Battelli und L. Stern®) sowie Parnas*) gezeigt haben, daB in den 
tierischen Organen und namentlich in der Leber ein Ferment vorhanden 
ist, das Aldehyde nach dem Schema der Cannizzaroschen Reaktion 
zu den entsprechenden Alkoholen und Sauren umlagert, ist es klar, 
daB betrichtlichere Mengen von Acetaldehyd ohne kiinstliche Eingriffe 
von der Art unserer Abfangsverfahren sich nicht anhiufen kénnen. Es 
erscheint daher die Ansicht begriindet, daB die notorisch in den Tier- 
organen auftretenden Spuren von Athylalkohol der fermentativen 
Dismutation von Acetaldehyd ihr Entstehen verdanken. Andererseits 


1) Anm. bei der Korrektur: Verwiesen sei auf die beachtenswerte Mit- 
teilung von A. P. Briggs, J. Koechig, E. A. Doisy u. C. J. Weber (Journ. biol. 
Chem. 58, 721, 1924), die im Blut unter Insulinwirkung verstarkte Milch- 
sfiurebildung fanden, aber nichts von vermehrtem Abbau bemerkten. 
Die Daten, die jiingst EZ. Toenniessen (H. 188, 158, 1924) zugunsten der 
Annahme anfiihrt, da®B Milchsiure die Quelle des Acetaldehyds sei, miissen 
wir nach eigenen Erfahrungen fiir unrichtig halten. Der Verfasser hat 
unsere in der ,,Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 31 und Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1928, Nr. 45‘‘ fiir Leber- und Muskelzellen von Warmbliitern be- 
schriebene Versuchsanordnung auf Gemische von Muskel- und Pankreasbrei 
iibertragen, aber die S. 167 dargelegten Verhiltnisse bei den quantitativen 
Bestimmungen auBer acht gelassen. Es kommt im 24-Stunden-Ansatz 
mit 10g Rindsmuskulatur zu Aldehydwerten (0,66 mg), welche die mit 
exakter Methode ermittelten Zahlen um das Vierfache iibertreffen. (Im 
Mittel ergab sich uns aus 100g Muskelbrei vom Rinde nach 24 Stunden 
eine Acetaldehydmenge von 1,5 mg, d. h. aus 10 g Gewebebrei nur 0,15 mg.) 
Des Verfassers Zahlen sind also ungenau, ebenso wie sein Zitat, gemif 
dem er als erster die spontane Aldehydbildung in Organen beobachtet 
hatte; vgl. damit die Literaturbelege in dieser Abhandlung 5.166. 

*) F. Battelli und L. Stern, diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 

8) J. Parnas, ebendaselbst 28, 274, 1910. 
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ist der Weingeist im Tierkérper leicht verbrennlich, und man muB 
ganz analog wie fiir die Essigsiuregirung annehmen, daB der Abbau 
mit der Oxydation zum Acetaldehyd beginnt. Wir wissen nicht, ob 
der Acetaldehyd dann direkt zu Essigsiure verbrannt wird, deren 
Schicksal bisher nicht mit Sicherheit festgestellt ist, oder ob der durch 
Oxydation von Alkohol gebildete Acetaldehyd dadurch beseitigt wird, 
daB immer von neuem die Dismutation sich vollzieht, d. h. stetig Essig- 
siure und abermals zu oxydierenden Alkohol liefert. Jedenfalls laBt 
sich eine erhebliche Anhiufung von Acetaldehyd erzielen, wenn die 
iiberlebende Zelle in Gegenwart eines Abfangmittels mit dem Athyl- 
alkohol in Berithrung tritt. Im Durchblutungsversuch hat iibrigens 
friher N. Masuda") aus Athylalkohol eine fliichtige und Jod bindende 
Substanz hervorgehen sehen, die er aber nicht mit Sicherheit als 
Acetaldehyd anzusprechen wagte. Schon heute sei darauf hingewiesen, 
daB auch noch andere Substanzen, z. B. Fumarsiure, tiber Acet- 
aldehyd abgebaut werden. 

Die von uns erhobenen Befunde zeigen, da® der Acetaldenyd im 
intermediaren Zellstoffwechsel des Warmbliiters eine wichtige Rolle 
einnimmt. Sie geben Aufschlu8 iiber die Herkunft dieses so wandlungs- 
fahigen Kérpers und Hinweise auf den Modus seiner Entstehung. Die 
erhaltenen Zahlen sind, wie auseinandergesetzt ist, nur Minimalwerte?). 
Um so eher kénnen sie eine Grundlage bilden beziiglich der 6fters er- 
érterten Anteilnahme des Acetaldehyds an synthetischen Vorgingen, 
d. h. fiir seine Verwendung durch Kondensation und Umbau zu kohlen- 
stoffreicheren Substanzen (vgl. die Carboligasewirkung). 

Nicht zu verwundern ist es, daB eine aus so viel Quellen sich her- 
leitende Substanz wie der Acetaldehyd im Blute und Harne vorgefunden 
werden kann [W. Stepp und R. Feulgen*)]. Méglicherweise sind gewisse 
Bestandteile der Kérperflissigkeiten, wie beispielsweise die Substanzen 
mit Aminogruppen im Blute und die Thiosulfate des Urins, ,,physio- 
logische Abfangmittel fir den Acetaldehyd, die kleine Mengen unter 
giinstigen Bedingungen festzulegen und vor der anderweitigen Ver- 
arbeitung zu schiitzen vermégen. 

Zu der seit mehr als einem halben Jahrhundert mit den Zuckern 
in Beziehung gebrachten Milchséure tritt der Acetaldehyd als das 
zweite mit Sicherheit erkannte intermediire Umwandlungsprodukt 
der Kohlenhydrate in tierischen Zellen. DaB er schwerer zu isolieren 


1) N. Masuda, diese Zeitschr. 45, 140, 1912. 

*) Gema8 unseren 8. 168 und 176 beschriebenen Feststellungen sind 
die Werte mindestens um 10 Proz. zu erhéhen; wir haben jedoch stets 
die analytisch wirklich ermittelten Daten angefiihrt. 

%) W. Stepp, diese Zeitschr. 127, 13, 1922; W. Stepp und R. Feulgen, 
H. 114, 301; 119, 72, 1922. 
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ist und auch nur in geringerer Menge angehiuft werden kann 
als die Milchsiure, die das Erzeugnis einer zeitweiligen Stabilisierung 
des im Zerfall begriffenen Zuckermolekils darstellt, hingt mit der 
sehr viel gréBeren Labilitat des Acetaldehyds zusammen. Die Milch- 
siiure erscheint vornehmlich als ein Produkt der Depolymerisation 
und intramolekularen Sauerstoffverschiebung, aber nicht als eine 
eigentliche Abbaustufe. Das Verhiltnis der Elemente Kohlenstoff, 
Wasserstoff und Sauerstoff ist im Zucker, C,H,,O,4, das gleiche wie 
in der Milchsiure, C,H,O,;. Dementsprechend vollzieht sich auch 
der Ubergang von Zucker in Milchsiure mit geringer Energieabgabe. 
Die wahre oxydative Verwertung des Zuckers betrifft Stoffe, die 
eine andere Figuration als Milchséure aufweisen. Wihrend letztere 
nach unseren bisherigen Kenntnissen keineswegs als ein konstantes 
Stoffwechselerzeugnis im Haushalte der Kleinlebewesen gelten kann, 
erscheint der Acetaldehyd als ein viel universelleres Gebilde des inter- 
mediiren Stoffumsatzes. Er liegt eindeutig auf der Bahn des Abbaues, 
der sich uns in der Aufteilung des Zuckers bzw. seiner primiren Um- 
wandlungsprodukte in ungleiche Reste, in solche mit einem Kohlenstoff- 
atom und in solche mit einer zweigliedrigen Kohlenstoffkette, offenbart. 


Il. Methodisches. 


Um die Genauigkeit des Hydroxylaminsuljatverfahrens zur Analyse 
von Acetaldehydmengen, wie sie bei unseren Organversuchen in Betracht 
kamen, zu ermitteln, nahmen wir folgende Priifungen vor: 

1. Beispiel: Von einer relativ starken Acetaldehydlésung, deren Gehalt 
nach Ripper zu 0.9779 Proz. bestimmt war, wurde eine Verdiinnung |: 100,0 
hergestellt, so da8 theoretisch in 10,0 cem dieser Lésung 0,000978 g Acet- 
aldehyd vorhanden waren. 

Bestimmung nach dem Hydroxylaminverfahren: 

10,0 cem Aldehydlésung blieben mit 0,20 cem 4proz. Hydroxylamin- 
sulfatlésung 60 Minuten bei 30° stehen. 

0,20cem 4proz. (NH,.OH),H,SO,-Liésung verbrauchten an_ sich 
0,04 com n/10 NaOH. (Methylorange als Indikator.) 

Das Reaktionsgemisch verbrauchte 0,24 cem n/10 NaOH. (Methy!l- 
orange als Indikator.) 

In 10,0 cem der titrierten Aidehydlisung wurden demnach gefunden: 
0,24 — 0,04 = 0,20 x 0,0044 = 0,00088 g Acetaldehyd, d. h. fast 10 Proz. 
weniger als der Theorie entspricht. 

2. Beispiel: Eine Acetaldehydlésung, die 1,7111 g Aldehyd in 106 cem 
enthielt, wurde auf das 50fache verdiinnt, so daB in 5,0 cem dieser Lésung 
0,00171 g Acetaldehyd zugegen waren. 

Bestimmung nach dem Hydroxylaminverfahren: 

5,0 cem Aldehydlésung lieBen wir mit 0,30 cem 4proz. Hydroxylamin- 
sulfatlisung 1 Stunde bei 30° stehen. 

0,30cem 4proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung verbrauchten 0,05 cem 
n/l0 NaOH. (Methylorange als Indikator.) 

Das Reaktionsgemisch verbrauchte 0,40 ccm n/l10 NaOH. (Methy!- 


orange. ) 
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In 5,0cem der titrierten Aldehydlésung waren also nachweisbar: 
0,40 — 0,05 = 0,35 x 0,0044 = 0,00154g Acetaldehyd, d. h. 10 Proz. 
weniger als die Theorie verlangt. 

3. Beispiel: Von einer 0,4704proz. Acetaldehydlésung wurde eine 
Verdiinnung 1: 40 bereitet; theoretisch miiBten in 10,0 cem dieser Lésung 
0,001176 g Acetaldehyd anwesend sein. 

Bestimmung nach dem Hydroxylaminsulfatverfahren: 

10,0 cem Aldehydlésung + 0,20 cem 4proz. Hydroxylaminsulfatlésung 
60 Minuten bei 30°. 

0,20cem 4proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung verbrauchten 0,04 ccm 
n/l10 NaOH. (Methylorange als Indikator.) 

Das Reaktionsgemisch verbrauchte 0,28 ccm n/10 NaOH. (Methy!- 
orange als Indikator.) 

In 10,0 cem der titrierten Aldehydlésung waren demnach enthalten: 
0,28 — 0,04 = 0,24 x 0,0044 = 0,001056 g Acetaldehyd, d.h. es wurden 
gegen die Theorie 10 Proz. zu wenig gefunden. 

Die Fehlergrenze der von uns benutzten Hydroxylaminsulfatmethode 
ist also innerhalb 10 Proz. gelegen. Bei Anwendung von n/10 Natronlauge ist 
der Umschlag von Methylorange in den gelben Farbenton so scharf, da8 er auf 
einen winzigen Tropfen der von uns benutzten, in 200 Teilstriche graduierten 
2-cem-Mikrobiirette bei einiger Ubung genau angegeben werden kann. 

Das verwendete Hydroxylaminsulfat war sorgfailtig aus verdiinntem 
Alkohol umkristallisiert, so daB es gegen Methylorange nahezu neutral war. 
Die nicht zu vermeidende dissoziative Spaltung des Salzes in verdiinnter 
Lésung wurde vor jeder Titration durch eine Leerbestimmung ermittelt 
und die gefundene Zahl von dem Titrationswerte des Hauptversuches 


abgezogen. 


Nachfolgend ssien zwei Versuche angefiihrt, aus denen die beschrankte 
Eignung des Rivanols als Desinfizienz fiir solche Organversuche hervorgeht, 
bei denen es sich um quantitative Aldehyderfassung handelt: 


1. Acetaldehyd + Rivanol. 


a) 10,0 ccm einer rund 0,55 proz. Acetaldehydlésung blieben mit 50 cem 
Bisulfitlésung 50 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. 

Die Titration nach Ripper ergab 0,0552 g Acetaldehyd. 

b) 10,0 cem dieser Aldehydlésung wurden in eine Glasstépselflasche 
gefiillt und 24 Stunden bei 37° belassen. 

c) 10,0 ccm der gleichen Aldehydlésung wurden zusammen mit 0,5 g 
Rivanol in einer Glasstépselflasche 24 Stunden lang bei 37° aufbewahrt. 

Zu b). Nach 24 Stunden am absteigenden Kiihlsystem mittels Dampf 
indirekt destilliert. Vorlage 2 ccm aqua dest. in Eis. Destillat 27,0 com. 
Durch Titration nach Ripper sind 0,05281 g Acetaldehyd wiedergefunden 
worden. 

Zu c). Nach 24 Stunden Destillation iiber 5 g Calciumcarbonat (sonst 
wie oben). Titration nach Ripper ergab 0,01626 g Acetaldehyd. 

Die Gegenwart von 0,5g Rivanol hatte im vorliegenden Falle einen 
Aldehydverlust von etwa 70 Proz. bedingt. 


2. Acetaldehyd + Rivanol + Calciumsulfit. 
a) Fiir 10,0 ccm einer etwa 0,5 proz. Acetaldehydlésung ermittelten wir 
als genauen Gehalt 0,05055 g Acetaldehyd. 
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b) 10,0 cem der gleichen Aldehydlésung + 40 cem H,O wurden mit 
0,2 g Rivanol + 5g Calciumsulfit 24 Stunden lang bei 37° digeriert. Nach 
24 Stunden Destillation iiber 5g Calciumcarbonat (wie oben). Wieder- 
gefunden wurden 0,03442 g Acetaldehyd. 

In Anwesenheit von 0,2 g Rivanol (und 5g Calciumsulfit) belief sich 
nach der Destillation das Defizit an Aldehyd auf 32 Proz. 

Selbst bei Verwendung sehr geringer Mengen von Rivanol (0,2 g) 
treten infolge von Umsetzungen bei Siedetemperatur also Aldehydverluste 
auf, die bei exakten Versuchen nicht vernachlassigt werden kénnen. 


Anders liegen die Verhiiltnisse bei Benutzung von freiem Optochin als 
Antiseptikum. Wir geben im folgenden zwei Versuche wieder, aus denen 
hervorgeht, daB dieses Morgenrothsche Alkaloid die Bildung und Zerlegung 
des Acetaldehyd-Sulfit-Komplexes nicht behindert. 

1. a) 10,0 cem 0,9proz. Acetaldehydlésung + 70 cem H,O + 3,0 cem 
10proz. Hydroxylaminsulfatlésung blieben 60 Minuten bei 30° stehen. 

Bei Titration mittels n Natronlauge: verbraucht 2,02 — 0,03 = 1,99 cem 
n NaOH. 

Acetaldehyd = 1,99 x 0,044 = 0,087 56 g. 

b) 10,0 cem der gleichen Aldehydlésung + 70cem H,O wurden mit 
0,5 g Optochin. basicum sowie 3 g Calciumsulfit in einer Glasstépselflasche 
24 Stunden bei 37° aufbewahrt und sodann iiber 3g Calciumcarbonat 
destilliert. Destillat 70,0 com und hierin mittels der Hydroxylaminmethode: 
0,08668 g Acetaldehyd. Die Optochinbase bindet oder zerstért also Acet- 
aldehyd nicht. 

Um dariiber Auskunft zu erlangen, ob Optochin etwa in Gegenwart 
von Gewebebrei fiir sich Acetaldehyd abspaltet, wurde je ein Organversuch 
unter Zusatz von 0,5 g und 2,0g des Alkaloids vorgenommen. 

2. a) 21,.2g Leberbrei von Meerschweinchen + 80cem Tyrode- 
Phosphatlésung + 3 g Calciumsulfit + 0,5 g Optochinbase bei 37°. Nach 
24 Stunden in der spiter (s. 8. 178) néher beschriebenen Weise behandelt. 
Destillat 15,0 cem und darin 0,0011 g Acetaldehyd. 

b) 21,2 g Leberbrei von Meerschweinchen -+ 80 ccm Tyrode-Phosphat- 
léisung + 3g Calciumsulfit + 2,0 g Optochin. basicum 24 Stunden bei 37°. 
Darauf, wie weiter unten, destilliert. Angereichert auf 15,0 ccm, worin 
0,0009 g Aldehyd. 

Es entsteht also aus Optochin. basicum (Athyl-hydrocuprein) in Gegen- 
wart von Gewebebrei kein Acetaldehyd. 

Bei Anstellung der Versuche, die Optochin. basicum als keimtétendes 
Mittel enthielten, gingen wir so vor, daB wir 15 bis 20g fein zerkleinerten 
Leberbreies in 75 ccm Tyrode-Phosphatlésung (py = 7,0) suspendierten, 
0,7 g Optochinbase sowie 2g frisch gefilltes Calciumsulfit hinzufiigten 
und das Gemisch unter éfterem Liiften und Umschiitteln in einer kork- 
verstopften Glasflasche 24 Stunden lang im Brutschrank bei 37° belieBen. 

Die zu den Versuchen mit Optochin benutzte Suspensionsfliissigkeit 
stellten wir uns auf folgende Weise her: 

Stammlésung 1: 20,0g NaCl, 0,56g KCl, 0,5g CaCl,, 0,25 g MgCl, 
mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 

Stammlisung 2: 2,0cem m/3NaH,PO, 4,0ccem m/3 Na,H PO,, 
auf 100 cem H,O aufgefiillt. , 

12 ccm Stammilésung 1 + 138 ccm aqua dest. + 6ccm Stammlésung 2 
+ 144 ccm aqua dest.; nach dem ZusammengieBen py = 7,0. 

Biochemische Zeitschritt Band 146. 12 
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4u den kurzfristigen 5-Stundenexperimenten dienten stets drei Ansitze. 
Zu dem ersten, der Kontrolle, nahmen wir durchschnittlich 33 g Leberbrei, 
suspendierten denselben in 100ccem einer Tyrode-Phosphatlésung und 
setzten 1 ccm Insulin (Brand) sowie 2 g frisch gefialites Calciumsulfit hinzu. 
Ansatz 2 und 3 enthielten die gleichen Bestandteile und auBerdem noch 
1 g des auf die Fahigkeit zur Aldehydbildung zu priifenden Stoffes. Jeder 
der drei Ansiitze wurde gut durchgeschiittelt, in einen Brutschrank von 40° 
gestelit und des éfteren unter Liiften umgeschwenkt. Nach 2% Stunden 
wurde su jeder Portion noch 0,5 ccm Insulin gegeben. Um die Insulin- 
wirkung nicht abzuschwiichen, bedienten wir uns bei dieser Versuchs- 
anordnung einer etwas saureren Tyrode-Phosphatlésung. Die Stamm. 
lésung 2 war diesmal folgendermaBen zusammengesetzt: 5,0 ccm m/3 
NaH,PO, und 2,0 cem m/3 Na,H PO, aufgefiillt mit Wasser auf 100 ccm; 
Py = 6,5. 

Die Aufarbeitung der Ansitze — Optochin- bzw. 5-Stundenversuche - 
geschah in der Weise, wie wir es friiher') ausfiihrlich beschrieben haben. 
Um jedoch eine nachteilige Wirkung der starken Alkaleszenz bei den 
Optochinbase enthaltenden Proben zu verhindern, gaben wir bei der ersten 
Destillation auBer Calciumcarbonat noch 5 g kristallisiertes Calciumchlorid 
hinzu. AuBerdem wurde bei den analytischen Operationen eine dritte 
Destiliation eingeschaltet, und zwar aus folgenden Griinden: Bei der Digestion 
der Organe findet eine Autolyse statt, die mit der Bildung kleiner Mengen 
Ammoniak einhergehen kann. Wenn man eine alkalimetrische Aldehyd- 
bestimmungsmethode anwendet, so mu die zu titrierende Fliissigkeit an 
sich vollkommen neutral sein. Dies wird dadurch erreicht, daB die ohnehin 
aur Bindung von Schwefelwasserstoff angewendete Destillation iiber Blei- 
earbonat alle fliichtigen (schwachen) Siéuren entfernt, wihrend gebildete~ 
Ammoniak durch die eingeschobene Destillation tiber Schwefelsiure zuriick - 
gehalten wird. (Fiinf Tropfen H,SO, von 10 Proz.) 

Bei dieser Gelegenheit bemerken wir noch, daB die Bestimmung des 
Acetaldehyds nach einer Oxydationsmethode, etwa nach dem Silberverfahren 
von Stepp, im vorliegenden Falle deshalb nicht gut anwendbar ist, weil 
sich auBer dem Acetaldehyd manchmal Substanzen verfliiehtigen, die mit 
ammoniakalischer Silberlisung reagieren. Das la8t sich dadurch feststellen, 
da8 nach Entfernung des Acetaldehyds durch Destillation iiber m-Phenylen- 
diaminchlorhydrat dann eine Fliissigkeit vorliegt, die alkalische Silber- 
mischung schwirzt *). 


Ill. Versuchsprotokolle. 


Zur Sicherung der Ergebnisse haben wir eine sehr groBe Anzahl 
von Versuchen, im ganzen tiber 150, ausgeftihrt. Zumeist ist Leber 
von Meerschweinchen zur Verwendung gekommen, gelegentlich auch 
Kaninchen- und Ganseleber. 

Wir beschrianken uns auf folgende Belege: 


') C. Newberg und A. Gottachalk, 1. c. 

*) Die Bindung des Acetaldehyds an m-Phenylendiamin scheint die 
Maglichkeit zu bieten, Acetaldehyd von bestimmten fliichtigen Substanzen 
abzutrennen. 
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Protokoll a, 

26g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 cem Tyrode-Phosphat- 
lésung (py = 6,5) + 1 cem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit 
bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 cem Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation tiber 5g CaCO,. 

Redestillation iiber 5 Tropfen verdiinnter H,80O,. 

Redestillation iiber 0,3 g PbCO3. 

Vorlage 2cem Wasser. Destillat 15,0 ccm. 

Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquetem Teil) + +. 

12,0cem Destillat + 1,0ceem 2proz. (NH,OH),H,80O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,17 — 0,07 = 0,10 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,10.4,4.5/, = 0,55 mg. 


. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g Glykogen. 


Aufarbeitung wie unter lI. 

Destillat 15,0 cem. Nitroprussid-Piperidinreaktion ++ + +. 

12,0ccm Destillat + 10cem 2proz. (NH,OH),H,S80O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,34 — 0,07 = 0,27 ecm n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,27.4,4.5/, = 1,485 mg. 

Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1g «-Alanin. 

Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillat 15,0cem. Nitroprussidreaktion + ++ +. 

12,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,80,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,32 — 0,07 = 0,25 ecm n/10 NaOH. 

- Acetaldehyd = 0,25.4,4.5/, = 1,376 mg. 


Protokoll b. 


. 31,3g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 cem Tyrode-Phosphat- 


lésung (py = 6,5) + leem Insulin (Brand) + 2,0g Calciumsulfit 
bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 cem Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO,. 

Redestillation iiber 5 Tropfen verdiinnter H,S0O,. 

Redestillation iiber 0,3 g PbCO,. 

Vorlage 2ccm Wasser. Destillat 18,0 com. 

Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquotem Teil) ++. 

15,0cem Destillat + 10cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,25 — 0,07 = 0,18 ccm n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,18.4,4.%/; = 0,95 mg. 


. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1g Dioxyaceton. 


Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 18,0 ccm. Nitroprussid-Piperidinreaktion + + +. 
15,0cem Destillat + 10com 2proz. (NH,OH),H,5SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. “ 
Verbraucht 0,37 — 0,07 = 0,30 com n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,30.4,4.°/, = 1,58 mg. 
12° 
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3. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1g d, l-Glycerinaldehyd. 
Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 18,0 cem. Nitroprussidreaktion + ++ +. 
15,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,45 — 0.07 = 0,38 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,38.4,4.°/; = 2,0 mg. 


Protokoll c. 


1. 32g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 cem Tyrode-Phosphat- 
lésung (Pq = 6,5) + lL cem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit 
bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 ccm Insulin. 
Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO,. 
Redestillation tiber 5 Tropfen verdiinnter H,S0O,. 
Redestillation tiber 0,3 g¢ PbCO,,. 
Vorlage 2cem Wasser. Destillat 25,0 ccm. 
Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquotem Teil) ++. 
20,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,25 — 0,07 = 0,18 ecm n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0.18.4,4.5/, = 0,99 mg. 
. Ansatz wie l.mit Zugabe von | g hexose-di-phosphorsaurem Natrium'). 
Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 25,0cem. Nitroprussid-Piperidinreaktion + + +. 
20,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,40 — 0,07 = 0,33 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,33.4,4.5/, = 1,815 mg. 
3. Ansatz wir l. mit Zugabe von 1 g Glykolaldehyd7®*). 
Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 25,0 ccm. Nitroprussidreaktion ++ +. 
20,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,36 — 0,07 = 0,29 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,29.4,4.5/, = 1,595 mg. 


bo 


Protokoll d. 


1. 32g Leberbrei (Kaninchen) + 100cem Tyrode-Phosphatlésung 
(Py = 6,5) + 1 cem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 cem Insulin. 
Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO. 
Redestillation iiber 5 Tropfen verdiinnter H,SQ,. 
Redestillation tiber 0,3 g PbCOs. 
Vorlage 2cem Wasser. Destillat 16,0 ccm. 
Nitroprussid-Piperidinreaktion (in aliquotem Teil) + +. 


1) Frisch hergestellt aus dem Pb-Salz, das nach der Vorschrift von 
A. Harden und W. J. Young (diese Zeitschr. 32, 173 u. ff., 1911) gewonnen 
worden war. . 

*) Dargestellt nach H.J.H. Fenton und H. Jackson, Journ. Chem. Soc. 75. 
575, 1899. 
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*) 
Esters 


12,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,22 — 0,07 = 0,15 ccm n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,15.4,4.4/, = 0,88 mg. 


. Ansatz wie 1. unter Zufiigung von | g hexose-mono-phosphorsaurem 
u } } 


Natrium'). 
Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 16,0cem. Nitroprussid-Piperidinreaktion + + +. 
12,.0cem Destillat + 10cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,34 — 0,07 = 0,27 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,27.4,4.4/, = 1,584 mg. 


Protokoll e. 


. 28g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 ccm Tyrode-Phosphat- 


lésung (py = 6,5) + lLeem Insulin (Brand) + 2,0 g¢ Calciumsulfit 
bei 40°. 

Nach 24% Stunden Zugabe von 0,5 cem Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO, . 

Redestillation tiber 5 Tropfen verdiinnter H,SQ,. 

Redestillation iiber 0,3 g PbCOs. 

Vorlage 2cem Wasser. Destillat 20,0 ccm. 

Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquotem Teil) ++. 

16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,28 — 0,07 = 0,21 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,21.4,4.5/, = 1,155 mg. 


. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g d-Glucose. 


Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 20,0cem. Nitroprussid-Piperidinreaktion + + + . 
16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,36 — 0,07 = 0,29 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,29.4,4.5/, = 1,595 mg. 


. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1g Glycerin. 


Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillat 20,0. Nitroprussidreaktion + + +-. 

16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,31 — 0,07 = 0,24 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,24.4,4.5/, = 1,32 mg. 


Protokoll jf. 


. 32g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 cem Tyrode-Phosphat- 


lésung (py, = 6,5) + | cem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit 
bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 ccm Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO,. 

Redestillation iiber 5 Tropfen verdiinnter H,SQ,. 


Unmittelbar vor Gebrauch aus dem Ba-Salz des Neubergschen 
(diese Zeitschr. 88, 432, 1918) bereitet. 
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Redestillation iiber 0,3 g PbCQOs,. 
Vorlage 2ccm Wasser. Destillat 20,0 cem. 
Nitroprussid-Piperidinreaktion (in aliquotem Teil) ++. 
16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,80O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,27 — 0,07 = 0,20 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,20.4,4.5/, = 1,10 mg. 


2. Ansatz wie 1. unter Zufiigung von 1g d-Fructose. 


Aufarbeitung wie unter 1, 

Destillat 20,0 cem. Nitroprussidreaktion ++ +. 

16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,80,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,37 — 0,07 = 0,30 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,30.4,4.5/, = 1,65 mg. 


Protokoll q. 


. 32g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 cem Tyrode-Phosphat - 


lésung (Py = 6,5) + 1 cem Insulin (Brand) + 2,0 g Caleiumsulfit 
bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 ccm Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO,. 

Redestillation tiber 5 Tropfen verdiinnter H,SQ,. 

Redestillation iiber 0,3 g PbCOs. 

Vorlage 2cem Wasser. Destillat 20,0 ccm. 

Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquotem Teil) + +. 

16,0cem Destillat + 10cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,24 — 9,07 = 0,17 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,17.4,4.5/, = 0,935 mg. 


. Ansatz wie |, mit Zugabe von | g d-Mannit. 


Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 20,0 cem. Nitroprussid-Piperidinreaktion + + +. 
16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,8O,-Lésung. 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,30 — 0,07 = 0,23 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,23.4,4.5/, = 1,265 mg. 


3. Ansatz wie 1. mit Zugabe von | g Glykokoll. 


Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillat 20,0 ccm. Nitroprussidreaktion + +-. 

16,0cem Destillat + 10com 2proz. (NH,OH),H,80O,-Lésung, 
66 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,24 — 0,07 = 0,17 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,17.4,4.5/, = 0,935 mg. 


Protokoul h. 


. 34,2 g Leberbrei (Meerschweinchen) + 100 cem Tyrode-Phosphat- 


lésung (py = 6,5) + | com Insulin (Brand) + 2,0 g Caleiumsulfit 
bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 ccm Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCO. 

Redestillation tiber 5 Tropfen verdiinnter H,S0O,. 

Redestillation iiber 0,3 g PbCO,. 
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Vorlage 2ccm Wasser. Destillat 20,0 ccm. 

Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquotem Teil) + +. 

16,0ccm Destillat + 10com 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,22 — 0,07 = 0,15 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,15.4,4.5/, = 0,825 mg. 

- Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1g milchsaurem Calcium. 

Aufarbeitung wie unter lL. 

Destillat 20,0com. Nitroprussid-Piperidinreaktion nicht wahr- 
nehmbar. 

16,0cem Destillat + 10cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,12 — 0,07 = 0,05 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,05.4,4.5/, = 0,275 mg. 

. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1g d, }-glycerinsaurem Calcium‘). 

Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillation 22,0 com. Nitroprussidreaktion ++ +. 

18,0eem Destillat + 10ecm 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,27 — 0,07 = 0,20 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,20.4,4."/, = 1,07 mg. 


Protokoll i. 


. 33 g Leberbrei (Gans) + 100 com Tyrode-Phosphatlésung (py = 6,5) 
+ lecm Insulin (Brand) + 2,0g Calciumsulfit bei 40°. 

Nach 2% Stunden Zugabe von 0,5 ccm Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCQy,. 

Redestillation iiber 5 Tropfen verdiinnter H,SO,. 

Redestillation iiber 0,3 g PbCQOs3. 

Vorlage 2ccm Wasser. Destillat 20,0 ccm. 

20,0cem Destillat + 10cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,28 — 0,07 = 0,21 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,21.4,4 = 0,924 mg. 

. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g milchsaurem Natrium. 

Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillat 20,0 cem. 

20,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,27 — 0,07 = 0,20 ccm n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,20.4,4 = 0,88 mg. 

. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g n-buttersaurem Kalium. 

Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillat 20,0 cem. 

20,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,26 — 0,07 = 0,19 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,19.4,4 = 0,836 mg. 





1) Vgl. dessen Abbau zu Acetaldehyd, K. Nagai, diese Zeitschr. 141, 
266, 1923. 
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Protokoll k. 


1. 43g Leberbrei (Meerschweinchen) + 150 cem Tyrode-Phosphat- 


lésung (py = 6,5) + lL eem Insulin (Brand) + 2,0 g Calciumsulfit 
bei 40°. 

Nach 24% Stunden Zugabe von 0,5 ccm Insulin. 

Nach 5 Stunden Destillation iiber 5g CaCOsy. 

Redestillation iiber 5 Tropfen verdiinnter H,SO,. 

Redestillation iiber 0,3 g¢ PbCO,. 

Vorlage 2cem Wasser. Destillat 20,0 com. 

Nitroprussid-Piperidinprobe (in aliquotem Teil) ++. 

16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,28 — 0,07 = 0,21 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,21.4,4.5/, = 1,155 mg. 


. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1,5 g glycerin-phosphorsaurem Natrium 


Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 20,0 cem. Nitroprussid-Piperidinreaktion + ++. 
16,0cem Destillat + 1L0cem 2proz. (NH,OH),H,SO,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 
Verbraucht 0,32 — 0,07 = 0,25 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,25.4,4.5/, = 1,375 mg. 


. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 2ccm aldehydfreiem absoluten 


Athylalkohol *). 

Aufarbeitung wie unter 1. 

Destillat 20,0 cem. Nitroprussidreaktion + +++. 

16,0cem Destillat + 1,0cem 2proz. (NH,OH),H,S0O,-Lésung, 
60 Minuten bei 30°. 

Verbraucht 0,73 — 0,07 = 0,66 cem n/10 NaOH. 
Acetaldehyd = 0,66.4,4.5/, = 3,63 mg. 


Herrn Hoshi sowie dem JapanausschuB der Notgemeinschaft der 


deutschen Wissenschaft danken wir fir die Gewihrung von Mitteln, 


mit denen die Ausgaben fiir einen Teil des Tiermaterials bestritten 
wurden. 


1) Uber m-Phenylendiamin rektifiziert und véllig frei von Aldehyd. 








Abtrennung und Identifizierung des im intermediiren Stoff- 
wechsel tiberlebender Warmbliiterzellen gebildeten Acetaldehyds. 


Von 
C. Neuberg und A. Gottschalk. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem. ) 


In der voranstehenden Abhandlung haben wir tiber die Bildung 
und Herkunft von Acetaldehyd im intermediiren Stoffwechsel der 
iiberlebenden Zellen verschiedener warmbliitiger Tiere berichtet. Bereits 
bei unseren friiheren Befunden sowie in vorausgegangenen alteren Unter- 
suchungen, in denen tiber diesen Gegenstand aus dem hiesigen Institut 
Mitteilungen gemacht sind, war darauf hingewiesen worden, daB der 
Acetaldehyd fiir die Tierzelle keine geringere Bedeutung besitzt als fir 
den Stoffhaushalt der niederen Organismen. Die experimentellen 
Schwierigkeiten waren groB. Den Stand der Frage hat noch im Jahre 
1921 J. Hirsch (s. die voraufgehende Mitteilung) mit den Worten 
gekennzeichnet: ,,die erzielten Farbenreaktionen weisen bloB mit 
geringerer oder gréBerer Wahrscheinlichkeit auf Aldehyd hin. Die 
Verhiltnisse liegen ahnlich, wie sie bei der alkoholischen Garung vor 
den Arbeiten Neubergs lagen, indem die in den Endprodukten vor- 
handenen Aldehydspuren kein Urteil tiber primare Bildung oder 
sekundire Entstehung des Aldehyds zugelassen hatten und als be- 
deutungslos galten.“ 

Es schien uns nun eine zwingende Notwendigkeit zu sein, genau 
wie fir das Auftreten von Acetaldehyd im Stoffwechsel der Mikro- 
organismen auch fiir die Vorginge in der Warmbliiterzelle den Nach- 
weis zu erbringen, daB der ,,abgefangene“ Stoff wirklich Acetaldehyd ist. 

In Anlehnung an die Methodik, die fiir die Feststellung von Acet- 
aldehyd als Durchgangsstufe bei der alkoholischen Garung von Neuberg 
und Reinfurth') ausgearbeitet worden war, gingen wir folgendermaBen 
vor. Durch Einwirkung des Bindemittels Calciumsulfit zogen wir das 
Glied des Acetaldehyds in hinreichender Menge aus der Kette der 
normalen, sonst weiter umgewandclten Umsetzungsprodukte heraus. 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 391, 397 u. 405, 
1918. 
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Durch Zerlegung des Aldehyd-Sulfit-Komplexes gewannen wir sodann 
eine Acetaldehydlésung, die durch anreichernde Destillation konzentriert 
wurde. Zum endgiiltigen Nachweise diente die Uberfihrung in das 
charakteristische p-Nitrophenylhydrazon. Wir wihlten diesen Weg 
des Nachweises, weil bei der Bildung des genannten Hydrazons wegen 
der betrachtlichen MolekulargréBe, die dem benutzten Reagens zu- 
kommt, sich die Gewichtsmenge mehr als vervierfacht. 

Dieses scheinbar so einfache Verfahren bietet jedock etliche 
Schwierigkeiten. An verschiedenen Stellen haben wir bereits aus- 
einandergesetzt'), daB die absolute Ausbeute an Acetaldehyd, sobald 
man mit Tierzellen arbeitet, wesentlich kleiner sein muB als bei 
Verwendung einzelliger Mikroorganismen. Es stehen deshalb nur absolut 
geringe Mengen zur Verfiigung. Bei der Umwandlung in das p-Nitro- 
phenylhydrazon hat man darauf zu achten, daB von dem gewahlten 
Reagens sich méglichst wenig dem ausfallenden Acetaldehyd-p-nitro- 
phenylhydrazon beimengt, damit die an sich schon begrenzte Substanz- 
menge nicht durch die Notwendigkeit mehrfachen Umkristallisierens 
abnimmt. Folgende Arbeitsweise hat zum Ziele gefihrt. 

Vier Kaninchen, von denen jedes rund 24% kg wog, wurden durch 
Entbluten getétet. Ihre Lebern wurden noch lebenswarm entnommen 
und in der mehrfach geschilderten Weise in einen feinen Brei verwandelt, 
von dem 240 g erhalten wurden. Drei Portionen desselben zu 80g wurden 
mit je 300 ccm 0,9proz. Kochsalzlésung sowie mit je 2,7 g Optochin- 
base nebst 10 g frisch bereiteten sekundaren Calciumsulfits bei 37° unter 
éfterem Liften und haufigem Schiitteln 24 Stunden lang aufbewahrt. 
Alsdann wurden die vereinigten drei Anteile unter Zugabe von 20g 
Calciumchlorid sowie 20 g Calciumcarbonat unter den tiblichen Kautelen 
destilliert (s. voranstehende Mitteilung). Die Redestillation geschah 
tiber 2g Bleicarbonat, wobei eine Konzentration auf 160 ccm eintrat. 
Alle Rektifikationen erfolgten unter intensivster Kiihlung. Die Destil- 
late wurden in einem StandgefaBe aufgefangen, das in Eis dicht ein- 
gebettet und dessen Boden gerade von einer Wasserschicht bedeckt war. 

Die Menge des p-Nitrophenylhydrazins, das in Essigsiure gelést 
war, ist so zu bemessen, daB nur ein méglichst sparlicher Uberschu8 
vorhanden ist, weil, wie bemerkt, leicht etwas von dem Reagens mit 
ausfallt. Nach Zusatz der klar filtrierten Lésung des essigsauren p-Nitro- 
phenylhydrazins, das sofort die charakteristische Gelbfairbung und 
Tribung bewirkte, wurde kriftig geschiittelt, und schnell ballten sich 
gelbliche Flocken zusammen. Es empfiehlt sich, nicht linger als eine 
Stunde stehen zu lassen. Darauf wurde abgesaugt und das Hydrazon 


%) ©. Neuberg und A. Gottschalk, Klin. Wochenschr., 1928, Nr. 31; 
diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 
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quantitativ mit der Mutterlauge auf eine kleine Trichternutsche ge- 
bracht ; nunmehr spiilten wir mit 3ccm 10proz. Essigsiure in kleinen 
Anteilen nach. Bei vorsichtigem Umkristallisieren aus ganz verdtinntem 
Alkohol gewannen wir ein Material, das sich zunichst bei 112° ver- 
flissigte, ersichtlich aber nicht einheitlich war, indem neben der eigelben 
Acetaldehydverbindung rétliche Kristalle von p-Nitrophenylhydrazin 
zu erkennen waren. Durch nochmalige Umkristallisation, bei der eine 
Spur Tierkohle angewandt wurde, erhielten wir nunmehr eine Ver- 
bindung, die nach dem Trocknen im Exsikkator scharf bei 128° schmolz. 
Unter dem Mikroskop waren jetzt nur einheitliche Kristalle von 
Nadelform wahrzunehmen. Ausbeute 0,0205 g. 

Die Mikroanalyse bestiatigte das Vorliegen von Acetaldehyd-p- 
nitrophenylhydrazon : 

4,38 mg Substanz lieferten 0,902 cem N, (18°, 750 mm, 50 Proz. 
KOH). 

C,H,N,0,. Ber. N = 23,46 Proz.; gef. N = 23,48 Proz. 


Somit ist der Beweis dafiir erbracht, daB die mit sekundirem 
Calciumsulfit aus der Aufschwemmung iberlebender Leberzellen ab- 
gefangene Substanz, deren Bildung wir auf das umgesetzte Glykogen 
beziehen miissen (vgl. die fritheren Ausfiihrungen), Acetaldehyd ist. 




















Berichtigung 
zur Mitteilung von P. Hari, diese Zeitschr. 135, 344, 1923, ,,Beitrige 
zur Lichtabsorption des Hamatoporphyrins“ IT.: 

Die Wellenlangen der Abszissenachse der Abb. 6 auf 8. 349 sind 
um je 20uu zu verkleinern, so daB der untersuchte Spektralbereich 
nicht von 650 bis 510, sondern richtig von 630 bis 490 uu reicht. 


Druckfehlerberichtigung. 


i In der Arbeit Warburg und Brefeld ,,Uber die Aktivierung stickstoff- 
haltiger Kohlen durch Eisen“ in Band 145, Heft 5/6 dieser Zeitschrift 
iii muB8 es auf Seite 466, Zeile 7 von oben heiBen: 


»unwirksam sind“ (statt wirksam sind). 











